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Résumé
ordées. Des études effectuées au laboratoire ont montré 
in vivo, celles-ci sont confinées dans les lysosomes où elles 
sont dégradées.  
Une partie de mes travaux de thèse se sont concentrés sur une voie possible de métabolisation des produits 
métabolisme du fer, la ferritine. Ces travaux ont permis de mettre en évidence un processus de prise en charge des 
 
Une seconde partie de mes travaux a été consacrée au suivi des produits issus de la dégradation des 
 concentration endogène en fer rendant 
impossible ce suivi, une stratégie consistant à marquer les nanoparticules de fer avec un isotope du fer, le 57Fe, a 
permis de suivre les dynamiques de circulation des produits de dégradation in vivo sur une période de six mois. 
enrobage afin de caractériser leur intégrité in vivo.  
Abstract 
With the advent of nanotechnology, the exposure of humans to nanomaterials increased, representing a 
risk of a new kind. Their long term fate, biotransformation and degradation in the organism are still poorly 
understood. It was demonstrated earlier in the laboratory, that after intravenous injection, iron oxide nanoparticles 
undergo local intracellular degradation within lysosomes. In this context, we are interested in the fate of by 
products from iron oxide nanoparticles.   
Part of my thesis has focused on a possible pathway for metabolizing these degradation products through 
a protein involved in iron metabolism, the ferritin. We first studied, in solution, the degradation processes of iron 
oxide nanoparticles in the presence of these proteins as well as the iron transfer processes from nanoparticles to 
ferritin. The difficulty is the high concentration of endogenous iron which makes impossible to demonstrate these 
in vivo transfers. Thus, we have developed a strategy, using doped iron oxide nanoparticles with a scarce element 
in the organism, to track these phenomena in vivo. This work highlighted a possible mechanism of biological 
recycling, remediation and detoxification of nanoparticles mediated by endogenous proteins at the molecular scale.  
A second part of my work was devoted to develop a multi-scale method to study the life cycle of metal 
oxide nanoparticles and their by products in organism. The main challenge is to differentiate iron stemming from 
the nanoparticles from the endogeneous iron. This specific tracking problem is routinely encountered in 
geochemical studies and solved by labelling the target material with minor stable isotopes. Therefore, iron oxide 
nanoparticles enriched in the minor stable isotope 57Fe were synthetised and injected intravenously in mice to 
follow dynamic circulations of iron oxide nanoparticles and their by products. We have also labelled the coating 
to track the nanoparticles integrity in mice over a period of six month. 
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Avant-propos 
« What I want to talk about is the problem of manipulating and controlling things on a small 
scale », ce dont je veux discuter est le problème de la manipulation et le contrôle des choses à très petite 
There is Plenty of Room at 
the Bottom que Richard Feynman introduit la science nanométrique et ses applications potentielles.1 Ce 
 nanotechnologie » apparait grâce au physicien Norio Taniguchi qui le 
définit comme la production de technologies dont «  
du nanomètre ».2 
découverte du microscope à effet tunnel par Gerd Binning et Heinrich Rohrer, ce qui leurs vaudra le 
prix Nobel de physique en 1986. En 1985, les chercheurs Richard Smalley, Robert Curl et Harold Kroto 
découvrent une nouvelle famille de composés carbonés : les fullerènes, des molécules composées 
3 
sur les nanotechnologies intitulé Engines of Creation : The Coming Era of Nanotechnology, décrivant 
un monde où les nanotechnologies feraient parties du quotidien.4 La révolution des nanotechnologies 
est alors en marche.  
 US National Nanotechnology Initiative comme des 
matériaux et systèmes présentant de nouvelles propriétés physiques, chimiques et biologiques dues à 
leurs tailles nanométriques.5 
dans des 
nanotechnologies sont désormais des candidates crédibles pour supplanter la médecine traditionnelle au 
profit de la nanomédecine. Celle-ci est définie par la Plateforme Technologique Européenne de 
Nanomédecine 6 
nouvelles propriétés physiques, chimiques et/ou biologiques des nanomatériaux pour conduire à la 
construction, la réparatio 7 
 
méthodes thérapeutiques et de diagnostic. Un grand nombre de recherches porte sur le design de 
nanoparticules comme agents polyvalents combinant thérapie et diagnostic, dans une stratégie dite 
théranostique, 5 Il existe 
t les propriétés des nanoparticules.8 A titre 
Nanospectra Biosciences, Inc. 
9 
traitement de tumeurs localisées dans les poumons, la prostate, le cerveau et le cou.10 
Du fait de leurs propriétés intermédiaires entre la molécule et le matériau, les nanoparticules 
ndrent également des risques 
16 
 
créant ainsi de nouveaux enjeux de santé publique, 
La 
nanomédecine  Enjeux éthiques, juridiques et normatifs, Michèle Stanton-Jean, présidente du Comité 
international de bioéthique 
biopersistance des nanomatériaux.11 
souvent interdépendants. On pourra notamment se référer au rapport de l gence française de sécurité 
san  publié en 2006 qui synthétise les différents paramètres à 
12 les effets 
toxicologiques dépendent des caractéristiques définissant la nanoparticule, mais également de 
vectorisation de principe actif 
de nanoparticules pour des applications en nanomédecine, qui diffèrent par leur composition, leur taille, 
leur 
pertinence du choix du modèle pour estimer la toxicité des nanoparticules.13 La plupart des tests de 
toxicité sont réalisés sur des types cellulaires variés in vitro et sont, en outre, difficilement reproductibles 
normalisés afin de prédire au mieux la toxicité de chaque nanomatériau.  
 Un aspect complémentaire à prendre en compte, qui reste encore peu exploré, est le cycle de vie 
t des 
objets robustes qui, a priori
voire quelques jours après administration. Une fois entrées dans le corps, elles sont en contact avec les 
éléments endogènes et au-delà de leur toxicité à court terme, leurs interactions avec les constituants 
biologiques, leur persistance, leur transformation, leur dégradation, leur élimination et leur éventuel 
recyclage restent mal connus. De même que la toxicité, le suivi du devenir des nanoparticules dans 
chaque type de nanoparticules afin de localiser et suivre en temps réel leur transformation au cours du 
temps.  
 udier le devenir et les effets à long terme de nanoparticules 
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Ce manuscrit comporte deux parties :  
Partie I  
Partie II  
Ces parties sont divisées en chapitres dont le contenu est brièvement exposé ci-dessous. 
-ci dans le cadre médical
devenir des nanoparticules et les enjeux associés à celle-ci.  
un transfert de fer entre les nanoparticules et 
une protéine impliquée dans le métabolisme du fer, la ferritine. Nous avons également caractérisé ce 
transfert in vivo chez la souris. 
Le deuxième chapitre présente dans un premier les temps les problématiques associées au suivi 
du devenir de NPOFs dans un milieu biologiques complexe. Puis nous présenterons la stratégie 
le 57 es NPOFs avec des lanthanides.  
et à travers une étude in vivo pilote. 
Enfin, le dernier chapitre de cette thèse présente le suivi du devenir de NPOFs et de leur enrobage 
in vivo sur une période de six mois. Grâce à un double suivi élémentaire et magnétique, nous avons pu 
caractériser les dynamiques temporelles et spatiales de circulation des NPOFs, de leurs produits de 
dégradation et de leur enrobage. 
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1.  
Les oxydes de fer, FexOy, sont des composés constitués de 
x(OH)y et les oxyhydroxydes de fer 
FexOy(OH)z. Il existe au total seize oxyde de fer, recensés dans le Tableau 1.14,15  
 
Tableau 1 : Liste des oxydes de fer14,15 
de la sidérurgi
les plus utilisés sont la magnétite Fe3O4 et la maghémite -Fe2O3 de taille nanométrique.16,17 Ainsi, dans 
la suite de ce manuscrit, nous nous limiterons à la descrip
maghémite et de magnétite (NPOFs).  
Grâce à leurs propriétés physiques singulières les nanoparticules inorganiques suscitent un intérêt 
croissant dans le domaine de la nanomédecine. Contrairement à la majorité des nanoparticules 
biodégradables, non-toxiques et déjà testées en clinique.18 Les NPOFs testées en cliniques le sont 
majoritairement pour traiter les carences en fe
mentionner les NPOFs Ferumoxytol ont été approuvées par la FDA en 2009 pour traiter les carences en 
ste 
-aimants 
et peuvent combiner à la fois des fonctions thérapeutiques et diagnostiques. Un des intérêts majeurs est 
champ magnétique extérieur. Pour toutes ces raisons, 
applications biomédicales (précliniques et cliniques). Avant de dresser un aperçu des nombreuses 
utilisations des NPOFs en nanomédecine, revenons en premier lieu sur leurs propriétés magnétiques.  
22 
 
1.1 Propriétés magnétiques des NPOFs 
at résultant 
de la combinaison du moment cinéti
 du matériau est la somme de 
. On définit également la susceptibilité 
magnétique  
extérieur  tel que 
deux comportements magnétiques, le magnétisme non-coopératif et le magnétisme coopératif. Dans le 
premier cas, les interactions entre les moments magnétiques sont faibles voire nulles. Ainsi, leur 
 cas des composés 
le sens du champ conférant une aimantation non nulle au matériau (Figure 1.1). 
 
Figure 1.1 : Comportement paramagnétique en l'absence de champ magnétique extérieur (a) et soumis à un champ 
magnétique extérieur B0 (b). 
Les matériaux paramagnétiques sont caractérisés par une susceptibilité magnétique comprise 
entre 0 et 0,1.  
Dans le second cas, la forte interaction entre les moments magnétiques au sein du matériau tend 
à développer un ordre magnétique à longue distance, pouvant conduire à une aimantation spontanée en 
ferrimagnétiques. 
matériau :  
- 
 :  
-  
avec Jij la constante de couplage, et  le produit scalaire des moments cinétiques de spin 
des atomes i et j. Selon le signe de la constante de couplage, les moments magnétiques sont 
23 
 
orientés parallèlement (phase ferromagnétique (Figure 1.2a)) ou antiparallèlement (phase 
antiferromagnétique (Figure 1.2b.) ou ferrimagnétique (Figure 1.2c.)).  
-  
Figure 1.2: Alignement ferromagnétique (a), antiferromagnétique (b) et ferrimagnétique (c) des moments    
magnétiques au sein d'un matériau. 
On observe que pour les matériaux antiferromagnétiques, les moments magnétiques 
contrairement aux composés ferromagnétiques et ferrimagnétiques.  
- tatique qui correspond au couplage dipolaire entre les différents 
moments magnétiques.  
- -cristalline qui résulte du couplage entre les moments magnétiques et 
on un ou plusieurs 
axes cristallins, dits axes de facile aimantation.  
de domaines, appelés domaines de Weiss séparés par des parois : les parois de Bloch. Au sein de chaque 
-cristalline (axe de facile aimantation) et par des interactions 
dipolaires avec les domaines voisins
 du 
appelée aimantation à saturation notée Ms. Dans le cas des matériaux ferromagnétiques et 
ferrimagnétiques, une aimantation subsiste p magnétique extérieur, appelée 
aimantation rémanente et notée Mr. On appelle le champ coercitif Hc le champ nécessaire à appliquer 
présenté ci-dessous :  
24 
 
 
Figure 1.3 : Cycle d'hystérésis des composés ferromagnétiques et ferrimagnétiques. Sans champ magnétique 
extérieur les moments magnétiques au sein des domaines de Weiss sont distribués aléatoirement. 
Suite à l
 
nécessaire à la création des parois de Bloch devient trop coûteuse comparativement au gain énergétique 
obten
particules sont alors appelées monodomaines. Il est possible de définir un diamètre critique Dc 
-domaines vers un régime monodomaine, et calculé pour 
des nanoparticules sphériques tel que :19 
 (Eq.1.1) 
-1), Keff -3), µ0 la perméabilité 
du vide (kg.m.A-2.s-2 saturation du matériau considéré (A.m2.kg-1).  
-
orientation de facile aimantation à une autre de manière spontanée . Ce 
comportement, observé pour des particules monodomaines ferro ou ferrimagnétiques est le 
superparamagnétisme. La taille en dessous de laquelle on observe une transition vers un régime 
 :20  
 (Eq.1.2) 
Avec kB la constante de Boltzmann (J.K-1), Tb la température de blocage (T) et Keff la constante 
-3).  
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Louis Néel découvrit ce comportement au milieu du XXième siècle et introduisit le temps moyen 
ps est appelé temps de relaxation de Néel 
N tel que :  
 (Eq.1.3) 
Avec 0 -9 secondes), Keff 
V le volume de la nanoparticule, KB la constante de Boltzmann et T la température.  
En dessous de la température de blocage, le temps de relaxation N devient long devant le temps 
N m
magnétique de la particule apparait bloqué selon un axe de facile aimantation (Figure 1.4).  
 
Figure 1.4 : Comportement magnétique d'une particule en fonction de la taille et de la température. La transition 
d'un régime multi-domaine vers un régime monodomaine est observée pour une taille critique rc et 
vers un régime superparamagnétique à r0. Le comportement superparamagnétique est observé pour 
une température supérieure à Tb pour laquelle le temps de relaxation de Néel N est bien inférieur au 
temps de la mesure m.  
La taille en dessous de laquelle la transition superparamagnétique devient observable dépend de 
la composition des NPOFs Fe2O3, 
le rayon r0 pour lequel la transition est observée, est égal à 17,5 nm et égal à 12,2 nm pour la magnétite 
Fe3O421. Les propriétés magnétiques des NPOFs dépendent également de la taille et de la forme de ces 
dernières (Tableau 2).20,22 Les nanoparticules de ferrites de cobalt, qui ont une forte anisotropie en 
comparaison à la maghémite seront ferromagnétiques à température ambiante pour des tailles 
comparables. 
26 
 
 
Tableau 2 : Influence de la taille, de la forme et de la composition sur les propriétés magnétiques des NPOFs. 
de 83 emu/g pour des NPOFs de 6,6 nm et 17,8 nm respectivement. Il semblerait donc que les NPOFs 
 
interactions magnétiques entre celles-ci et sont donc les NPOFs les plus utilisées dans le cadre de la 
NPOFs pour une application donnée. 
1.2 Applications des NPOFs 
classer en trois catégories décrites ci-dessous imagerie par 
manipulation magnétique.  
1.2.1 Agents de contraste 
Les voir section 4 -à-
permettent 
 
Figure 1.5).  
En effet, grâce à leurs propriétés magnétiques, elles modifient les temps de relaxation des protons 
27 
 
distinction des différents tissus et ii) le suivi de leur biodistribution in vivo (voir section 5). Les NPOFs 
agissent sur les temps de relaxation transversaux (T2) et longitudinaux (T1) des protons et sont définies 
comme agents de contraste négatif (Figure 1.5 (A) et positif (Figure 1.5 (B), respectivement.  
 
Figure 1.5 : Image IRM en écho de gradient pondérée T2* (TR/TE = 300/10 ms) d  avant injection de 
NPOFs de 10 nm, une heure et un jour après injection de NPOFs (A). On observe un contraste 
rémanent dans le foie et la rate (flèches rouge et verte respectivement) et un contraste transitoire dans 
les reins (flèche jaune). Image IRM pondérée en T1 des reins avant et 10 minutes après injection 
extraite de [23].  
On observe sur la figure Figure 1.5 (A) ci-
reins (flèche jaune) et de la rate (flèche verte) une heure et un jour après injection de NPOFs de 10 nm, 
nt de contraste 
négatif, celles-
Figure 1.5 (B), on constate un éclaircissement des reins (flèche jaune) dix minutes après injection de 
NPOFs de 3,8 nm.23 Ces propriétés sont observées pour des NPOFs de taille inférieure à 5 nm. 
une population particulière de cellules marquées par ces nanoparticules. Ainsi, un nombre croissant de 
coating
considérablement leur sélectivité pour un tissu donné. Par exemple, dans un modèle murin de tumeur 
pour avoir une 
la relaxivité dans la tumeur après injection des NPOFs fonctionnalisées (NP-PEG-CTX), signe de leur 
accumulation significativement augmentée dans la tumeur comparativement à des NPOFs non 
fonctionnalisées (NP-PEG-SIA) (Figure 1.6).24 
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Figure 1.6 : Image IRM d'une souris ayant subi une greffe de tumeur neuroectodermique (flèche blanche) avant 
injection de NPOFs (A), image IRM de la tumeur après injection de NP-PEG-SIA (B) et après 
injection de NP-PEG-CTX 2 
observée dans les tissus. Extrait de [24]. 
et Lumirem obt
cours pour évaluer de nouveaux produits incluant des NPOFs comme agent de contraste dans le cas 
25,26. 
permet également de détecter et de suivre par IRM les cellules implantées 27,28. 
1.2.2 Hyperthermie magnétique  
Lorsque les nanoparticules sont soumises à un champs magnétique oscillant à haute fréquence (plusieurs 
centaines de kilohertz),29 
nt dû 
aux phénomènes de relaxation brownienne et de Néel.22,29 Les processus physiques gouvernant la 
capacité de chauffage des nanoparticules magnétiques ainsi que les paramètres influençant cette dernière 
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ont été décrit par mes prédécesseurs Jean-Paul Fortin Ripoche et Mickaël Levy dans leurs manuscrits 
de thèse.  
source de chaleur interne contrôlée par un stimulus extérieur. Dans le cadre de la nanomédecine, 
hermie magnétique est majoritairement étudiée comme thérapie pour le traitement des tumeurs 
ou pour le relargage contrôlé de médicaments.  
1.2.2.1 Traitement des tumeurs 
Selon la valeur de la température locale atteinte après hyperthermie magnétique, on distingue, en 
clinique, deux traitements différents 
chauffées entrent en apoptose, mécanisme de mort cellula
moduler le microenvironnement tumoral30 -
dessus.31,32 La thermoablation quant à elle nécessite une élévation de température supérieure à 47°C (et 
pouvant atteindre environ 56°C).33 Les cellules entrent alors en nécrose, mort cellulaire prématurée, 
provoquant une réponse inflammatoire. Pour ces deux traitements, les NPOFs sont administrées par voie 
intraveineuse (pour les nanoparticules ayant un revêtement spécifique de la région cible) ou directement 
par voie intra-
aux NPOFs 
chirurgicale risquée, en particulier dans le cas de tumeurs au cerveau ou de permettre une réduction de 
Nano Therm 
allemande Magforce créée en 1997
directement dans des glioblastomes (tumeur cérébrale maligne agressive), qui soumises à un champ 
magnétique généré par leur appareil NanoActivator induisent une élévation de la température au sein de 
la tumeur.34 
NanoTherm montre des résultats encourageant et a reçu une autorisation de mise sur le marché en 2011, 
ancréas (7 
patients).35 Nous pouvons également citer le projet NoCanTher, projet développé dans le cadre du 
programme européen Horizon 2020, dans lequel notre équipe est partenaire. Des 
de fer sont développées afin de combiner un traitement par hyperthermie magnétique à une 
chimiothérapie pour des tumeurs du pancréas localisées.36 
                                                     
Utilisation biomédicale des nanoparticules magnétiques 
Jean-Paul Fortin, septembre 2007. Nanostructure magnétique pour le diagnostic et la thérapie : hyperthermie, 
relaxation  
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nanoparticules comme dispositif médical, associé à un générateur portable de champ magnétique 
alternatif permetta
je participe actuellement, mettra également en place, en plus des tests précliniques sur les animaux, un 
essai clinique sur des patients atteints de cancer du pancréas non métastasé. 
1.2.2.2 Relargage contrôlé de médicaments 
Lorsque des NPOFs sont encapsulées dans une matrice thermosensible, elles permettent après 
activation par un champ magnétique extérieur, une élévation locale de la température qui conduit à la 
modification des propriétés physiques de la matrice.37 Sandrine Brulé et ses collaborateurs ont ainsi 
de la doxorubicine (médicament anticancéreux).38 Lorsque ces billes sont soumises à un champ 
magnétique extérieur, leur température augmente entrainant ainsi la modification de la matrice en 
et spat a fortiori 
 
par hyperthermie magnétique. En couplant des nanoparticules magnétiques à des canaux 
thermosensibles via des anticorps spécifiques, il est possible de contrôler le flux entrant et sortant de 
neurones39 ou enc 40 par 
hyperthermie magnétique.  
1.2.3 Manipulation magnétique  
Un autre atout des nanoparticules magnétiques largement exploité dans de nombreuses 
applications est la possibilité de les manipuler spatialement grâce à leurs propriétés magnétiques. Nous 
illustrerons cette caractéristique à travers trois exemples que sont la vectorisation magnétique, la 
 
1.2.3.1 Vectorisation magnétique 
Grâce à leur taille nanométrique, les nanoparticules présentent un rapport surface sur volume 
important et ainsi une haute surface spécifique. Il est possible de coupler des principes actifs aux 
 encapsulation 
(méthode rencontrée majoritairement dans le cas de nanoparticules polymériques). Cette stratégie dite 
de vectorisation permettrait de contrôler la biodistribution des principes actifs grâce au revêtement 
spécifique des nanoparticules et/ou d
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s.41,42  
1.2.3.2 Dépollution du sang 
Les NPOFs sont des candidates intéressantes pour la détoxification des fluides corporels comme 
NPOFs interagissent avec ces 
dernières et peuvent être retiré
Herrmann et ses collaborateurs ont utilisé cette stratégie chez une souris intoxiquée au plomb et à la 
digoxine (médicament traitant différentes pathologies cardiaques dont la dose thérapeutique est très 
proche de la dose toxique).43 Les NPOFs utilisées ont été fonctionnalisées avec un ligand affin du plomb 
ou avec un anticorps ciblant la digoxine. Ces nanoparticules sont mises en contact avec le sang et 
les nanoparticules sont injectées dans le sang ex vivo afin de pouvoir les récupérer avec un aimant, et 
 
1.2.3.3 Médecine régénérative  
La médecine régénérative a pour objectif de remplacer ou réparer des tissus endommagés. Un des 
principaux défis de cette dernière e
NPOFs dans des cellules pour les rendre magnétiques 
44 45 Grâce à cette technique il est 
possible de contrôler la différentiation de cellules souches, de former des tissus et de contrôler leur forme 
ainsi que leur taille.  
NPOFs pour les différentes applications décrites ci-dessus nécessite une maîtrise 
parfaite de la synthèse de ces nanomatériaux. En effet, leurs performances dépendent fortement de 
NPOFs 
 NPOFs 
sphériques de 4 nm46 et des nanoparticules cubiques auront une capacité de chauffage plus importante 
en hyperthermie magnétique que leurs analogues sphériques.47 
voies de synthèse bien décrites (co-
contrôler les paramètres qui influencent les performances des NPOFs.48 
Les propriétés remarquables des NPOFs ainsi que le contrôle rigoureux de leur synthèse 
permettent de confectionner des objets performants pour la nanomédecine. Les NPOFs sont désormais 
des candidats très intéressants dans le cadre de la stratégie dite théranostique, évoquée plus haut, 
consistant à développer des agents polyvalents combinant thérapie et diagnostic.49 
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rganisme, les NPOFs ont longtemps été considérées 
ant 
plus réactives à leur environnement. Pour ces raisons, les études de toxicités sont devenues 
systématiques dans le cadre du développement de NPOFs pour des applications biomédicales.  
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2. Cycle de vie des nanoparticules
La diversité des protocoles de synthèse permet de moduler efficacement les propriétés des NPOFs 
-
synthèse, il est plus difficile de prédire leur comportement dans un environnement biologique complexe. 
En effet, après injection intraveineuse les nanoparticules interagissent instantanément avec les 
substances endogènes, ce qui change drastiquement leurs caractéristiques intrinsèques (enrobage, 
in fine 
 
2.1 Echelle tissulaire  
Les nanoparticules peuvent être 
ingestion, passage percutané), cependant dans le contexte de leur utilisation pour des applications 
biomédicales, la voie parentérale est privilégiée et en particulier les voies intraveineuses et intra-
tumorale.50 in vivo 
injectées par voie intraveineuse.  
Une fois dans le sang, les nanoparticules vont interagir avec les protéines endogènes, formant à 
leur surface une couronne de protéines.51 52 53 La nature de ces interactions dépend des paramètres 
intrinsèques des nanoparticules (taille, forme, composition, charge, enrobage) et également de 
entration des protéines).54 Cette 
couronne protéique change les caractéristiques post-synthétiques des nanoparticules et influent 
également sur leur biodistribution. A cet égard, plusieurs auteurs ont introduit la distinction entre identité 
physique (paramètres physiques et morphologiques des nanoparticules, et en particulier les propriétés 
magnétiques dans le cas des NPOFs), identité synthétique (paramètres physico-chimiques dus à 
icules  protéines).55 56 52 
Selon la nature de la couronne protéique, les nanoparticules sont ensuite dirigées vers différents organes 
moduler la biodistribution des nanoparticules.57 
courbure.58 Par exemple, des 
les protéines plasmatiques via 
protéines favorise la reconnaissance des nanoparticules comme corps étrangers par le système 
immunitaire. Les protéines telles que les opsonines (fragments de protéines plasmatiques) induisent la 
capture des nanoparticules par les macrophages du système réticulo-endothélial. Ces dernières sont alors 
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éliminées de la circulation sanguine et capturées par les organes responsables de la prise en charge des 
corps étrangers 
la surface des nanoparticules avec un enrobage de charge neutre.50 Les interactions protéines  
nanoparticules sont ainsi diminuées impliquant une durée de vie plasmatique des nanoparticules plus 
longue. Celles- enhanced permeability and 
retention) qui permet un ciblage passif des tumeurs grâce à la haute vascularisation et le faible drainage 
des tissus tumoraux.59 Un candidat avéré pour enrober et augmenter le ciblage passif des nanoparticules 
vers les tumeurs est le polyéthylène-glycol (PEG).57,58 rformances de ciblage 
des nanoparticules, une stratégie dite de ciblage actif consiste à modifier leur enrobage pour favoriser 
certaines interactions nanoparticules  
nanoparticules polymériques avec un copolymère PEG-PHDCA (poly(éthylène glycol)-co-
passage de la barrière hémato-encéphalique)60, en surface des nanoparticules.61  
Au même tit
la biodistribution de ces dernières. Selon leur taille, les nanoparticules ne seront pas prises en charge par 
tre de plus de 100 nm seront internalisées et 
éliminées par voie rénale.62 
2.2 Echelle cellulaire  
 propriétés magnétiques des NPOFs sont mises à profit 
dans le cadre de la thérapie et du diagnostic (sensibilisation/destruction de cellules cancéreuses, 
délivrance contrôlée de principes actifs par hyperthermie magnétique, suivi des tumeurs par IRM). Au 
sein des différents tissus, les nanoparticules sont internalisées dans les cellules (cancéreuses, 
macrophages) par endocytose s : la pinocytose (particules 
de taille inférieure à 1 µm) et la phagocytose (particules de taille comprise entre 100 nm et 10 µm) 
(Figure 2.1).63,64 La phagocytose ne concerne que certains types de cellules appelés phagocytes tels que 
les macrophages ou les monocytes. 
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Figure 2.1: Différents processus d'endocytose. Ceux-ci diffèrent selon la nature et la taille des particules à 
internaliser dans les cellules. Adapté de [61]64 
 On distingue également la pinocytose non spécifique (invagination des nanoparticules à la 
membrane cellulaire) de la pinocytose spécifique (internalisation induite par interactions entre 
nanoparticules et récepteurs de la membrane cellulaire). 
-ci. Après endocytose et 
des vésicules intracellulaires qui fusionnent avec les compartiments cellulaires responsables de la prise 
en charge des éléments exogènes : les endosomes.62  
molécules spécifiques (protéines, anticorps) de récepteurs ou protéines exprimés à la membrane des 
cellules cancéreuses augmentait de manière efficace le ciblage des nanoparticules vers ces cellules. A 
cet égard, Kocbek et al. ont montré que des nanoparticules polymériques couplées à des anticorps 
monoclonaux spécifique de la cytokératine (protéine exprimée à la membrane des cellules cancéreuses 
d
comparaison avec des cellules cancéreuses intestinales.65 Le couplage de ligands spécifiques de 
ère être également une stratégie efficace 
pour augmenter la distribution des nanoparticules au sein des cellules cancéreuses.66 
La Figure 2.2 résume le cycle de vie des nanoparticules administrées par voie intraveineuse.  
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Figure 2.2  
isation des nanoparticules dans les endosomes, trois scénarii peuvent avoir lieu, 
(i) la fusion des endosomes avec des lysosomes pour former des compartiments endo-lysosomaux, (ii) 
la libération des nanoparticules dans le cytoplasme (par diffusion ou perméabilisation de la membrane 
endosomale), celles-ci rentrent ainsi en contact avec les organites intracellulaires tels que les 
mitochondries, le noyaux, ou le réticulum endoplasmique,67 (iii) libération des nanoparticules dans le 
milieu extracellulaire par exocytose.61,66 
-ci sont internalisées 
(macrophages, cellules cancéreuses ou, sai
 
Le défi d
52 
étant de prédire et contrôler la toxicité des nanomatériaux à partir de leur identité synthétique.63,68  
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3. Nano-toxicologie des NPOFs
- 69,70 En 1988, 
-
atteints de cancers du foie.71 Les NPOFs sont préférentiellement internalisées dans les tissus sains, riches 
en macrophage comparativement aux tissus tumoraux. Ainsi le contraste dans les tissus sains augmente, 
 ; les 
résultats ne montrent aucune toxicité accrue de ces dernières.72 Les NPOFs furent alors considérées 
comme biocompatibles, sûres pour des applications cliniques et présentant une toxicité similaire au fer 
non particulaire.73 
Au début des années 2000, 
diminution de la viabilité cellulaire est observée.74 75 Ces effets toxiques sont attribués à la chimie de 
surface des nanoparticules qui, selon la nature de celle-
cytotoxicité plus importante, qui se traduit par la modification du cytosquelette, comparativement aux 
NPOFs enrobées de polymères tels que le PEG. Plusieurs études montrent également que les NPOFs 
induisent un stress oxydant au sein de la cellule.76 77 ées ERO, 
membranes) et peuvent également induire la mort cellulaire par apoptose ou nécrose.63 La production 
dernières.78 En particulier, dans le cas de NPOFs, le fer catalyse la réaction de Fenton (Eq.1), générant 
des espèces radicalaires très réactives tels que des radicaux hydroxyles selon :  
(Eq. 1) 
réunissant chimistes, physiciens, toxicologues, biologistes et médecins : la nano-toxicologie.79 80 La 
nano-
évaluant les réponses physiologiques suite à leur administration. Le nombre de publications concernant 
-toxicolog
Pubmed, mot clé : nanotoxicology).  
Un des principaux défis de celle-
-toxicité menées sur un modèle animal ne permettront pas de sonder 
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e 
humain.  
3.1 Cytotoxicité : échelle cellulaire.  
 
 
des membranes dans des cellules fibroblastiques humaines81, la présence de lésions générées par 
82 
concentration intracellulaire en ERO au sein de macrophages murins.83 
-toxicologie des NPOFs a mis en évidence une diversité 
Plusieurs 
revues ont recensé ces études, établissant ainsi un panorama des possibles interactions entre la cellule et 
les nanoparticules.63,84 89 Les perturbations cellulaires majoritairement rencontrées à travers ces études 
sont exposées dans la Figure 3.1. 
 
Figure 3.1  
Ces réponses biologiques induisent un stress oxydant intracellulaire et ont une influence directe 
sur la structure et la viabilité des cellules. Les principaux mécanismes associés à celles-
via la réaction de Fenton catalysée par la présence de fer dans 
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le milieu intracellulaire 87 articules dans 
les cellules.74,75  
cytotoxicité des nanoparticules. On peut les classer en deux catégories :  
Les paramètres associés aux nanoparticules :  
Composition : les NPOFs les plus couramment utilisées pour des applications en nanomédecine 
sont la maghémite Fe2O3 et la magnétite Fe3O4. Plusieurs études visant à comparer les réponses 
ne augmentation du taux 
82,90 La réaction de Fenton étant catalysée par du fer 
fer dans la maghémite (fer (III) uniquement, étape de réduction du fer (III) en fer (II) nécessaire pour 
catalyser la réaction de Fenton) et dans la magnétite (fer (III) et fer (II), catalyse possible après 
internalisation du fer).   
Taille : La réactivité des nanoparticules dans un environnement biologique dépend de la surface 
accessible par les organites intracellulaires. Ainsi de petites nanoparticules, possédant un rapport surface 
sur volume élevé, sont plus réactives vis-à- in fine plus 
toxiques.86,90,91 Soenen et al. 
à 7,82 106 
internalisation de ces nanoparticules équivalente en masse, la surface exposée au milieu biologique serait 
de 98.106 nm2 pour les plus grosses nanoparticules et de 2455.106 nm2 pour les plus petites.92 Ainsi, à 
diminution de la taille des nanoparticules.  
Enrobage ractions entre protéines 
et nanoparticules.54 La couronne de protéines formée en surface impose la charge et la stabilité des 
nanoparticules dans le milieu biologique,59,84 et conditionne la quantité de nanoparticules internalisée 
dans les cellules ainsi q 74,93 
la viabilité cellulaire induite par des NPOFs enrobées de polyvinylpy
autour des NPOFs.94,95 
nanoparticules modifie la cytotoxicité des nanoparticules. 
Les paramètres associés aux conditions expérimentales   
Type cellulaire 
et al. ont montré que des cellules 
40 
 
neuronales issues de neuroblastome (tumeur extra-cérébrale) sont plus sensibles à la présence de NPOFs 
effet, la viabilité des cellules neuronales chute en dessous de 40 % pour une concentration en fer égale 
à 9 mM et celle des cellules rénales et cardiaques pour une concentration en fer au-dessus de 36 mM.96 
Dose : La cytotoxicité dépend également de la quantité de nanoparticules internalisée dans les 
de 100 µg/mL les NPOFs ne semblent pas présenter 
83,84  
Conditions  : La stabilité des nanoparticules ainsi que la couronne protéique dépend 
les cellules.97 La concentration de plasma usuellement ajoutée lors des études de cytotoxicité in vitro 
in vivo. Il a 
dans l
nanoparticules.83  
auteurs ont souligné la nécessité de mener des études de toxicité standardisées pour chaque formulation 
de NPOFs.73,86  
Les études de cytotoxicité nous apportent des informations précieuses quant aux mécanismes 
pendant ces modèles de culture de cellule en 2D ne 
toxicité sur des agrégats cellulaires en 3D afin de reproduire les interactions entre cellules.98 Toutefois, 
 
3.2 Nano-toxicité : études in vivo 
Les modèles in vivo permette
chelle de 
in vivo sont 
cependant peu nombreuses et contradictoires.87 Au même titre que les études de cytotoxicité, la toxicité 
des nanoparticules in vivo dépend des caractéristiques des nanoparticules telles que leur taille et leur 
41 
 
enrobage.88,99 -delà de concentrations 
100 A titre 
environ 1000 mg/kg chez la souris.101,102 Or, en IRM, les doses généralement administrées pour des 
en fer (essai clinique n°: NCT01927887 et 
NCT01815333) soit, au minimum, trente fois inférieures à la DL50 chez la souris.  
Bien que ces résultats soient encourageants pour les applications des NPOFs en nanomédecine, il 
est impératif de mener des études su
 
Au-delà de la nano-toxicité des nanoparticules à court terme, la question du devenir des 
nanoparticules après injection reste encore peu abordée. Les études de nano-toxicologie sondent les 
anoparticules interagissent 
avec des protéines, des enzymes, sont soumises à des conditions acides au sein des lysosomes et sont 
médicament, un des défis de la nanomédecine est de comprendre le cycle de vie des nanoparticules dans 
-à-dire caractériser leur distribution, leur transformation, leur dégradation, leur 
effets médicaux bénéfiques à court terme. Une fois introduites dans un environnement complexe, leurs 
propriétés magnétiques seront-elles modifiées ? Seront-elles toujours détectables par IRM et capable de 
chauffer pour détruire ou sensibiliser des tumeurs 
dans un environnement complexe permet de moduler leurs propriétés afin de trouver un compromis 
entre efficacité et sureté. Cette approche, complémentaire de la nano-toxicologie, qui consiste à 
ologique sur celles-ci. La difficulté de cette démarche réside 
un environnement complexe.  
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4. Comment détecter les NPOFs in vivo ? 
Dans la section précéden
nanoparticules, celles-ci sont distribuées dans les différents tissus puis confinées au sein des cellules. 
roche multi-
difficulté réside dans le choix de méthodes de nanométrologie permettant de détecter et quantifier 
sélectivement des objets de tailles nanométriques dans différents environnements. Les NPOFs se 
caractérisent par leurs propriétés magnétiques, il est ainsi possible de tirer avantage de celles-ci pour les 
détecter et les quantifier dans des milieux complexes. Je présenterai en particulier les méthodes 
ferromagnétique.  
4.1  
magnétique nucléaire (RMN) décrit par Isidor Isaac Rabi en 1938, ce qui lui valut le prix Nobel de 
physique en 1944. Les méthodes actuelles de RMN se sont développées grâce aux premières mesures 
du magnétisme par induction réalisées par Felix Bloch et Edward Mills Purcell en 1946, qui obtinrent 
le prix Nobel de physique pour ces travaux en 1952. A la fin des années 70, Raymond Vahan Damadian 
RMN pour des tissus sains et malades.103 
détection des NPOF, revenons sur le phénomène de RMN.  
4.1.1 Résonance magnétique nucléaire 
-ci possède un spin égal à ½ auquel on associe un moment 
magnétique de spin  avec  le rapport gyromagnétique.  
En 
0 correspondant à la somme des moments magnétiques 
  et 
, de 
fréquence  ation M0 résultante est alors non nulle et 
Figure 4.1
extérieur lève cette dégénérescence et les spins nucléaires occupent, conformément à la loi de 
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distribution de Boltzmann, deux niveaux énergétiques distincts et . La différence de population dans 
champ magnétique extérieur.  
 
Figure 4.1 : Ensemble des spins nucléaires en l'absence et en présence d'un champs magnétique extérieur B0 
Un second champ magnétique oscillant , de fréquence égale à la fréquence de Larmor des spins 
. irigée 
Mxy z j
Mxy se fait avec un moment de précession libre, FID pour free induction decay, correspondant au signal 
emble 
de sinusoïdes correspondant aux valeurs des composantes Mx et My en fonction du temps est ensuite 
(Figure 4.2.).  
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Figure 4.2 0, 
0 est non nulle et dirigée selon 
un champ externe  
. es composante Mx et My 
transformé de Fourier conduit au signal RMN.  
n 
caractéristiques, le temps de relaxation longitudinal appelé aussi temps de relaxation spin-réseau et le 
temps de relaxation transversal ou spin-spin. Le temps de relaxation longitudinal T1 correspond au temps 
au bout duquel la composante Mz retourne à s 1, 
composante Mz augmente en fonction du temps selon la loi exponentielle :  
action du champ B1, les moments magnétiques nucléaires tournent à la même fréquence, 
-spins créent des hétérogénéités de 
champ, ce qui engendre une perte de cohérence. Le déphasage entre les moments magnétiques nucléaires 
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entraine une diminution de la composante Mxy en fonction du temps caractérisée par le temps de 
relaxation transversal T2 et suivant la loi exponentielle suivante :   
 
 homogène. En pratique, on observe des 
hétérogénéités du champ  décroissance transversale. On 
définit ainsi un temps de relaxation transversal effectif et noté T2
dans la Figure 4.2 est ainsi une exponentielle décroissante en T2* et non en T2. Néanmoins, il est possible 
signal.   
n gradient de champ 
magnétique afin de faire varier les fréquences de précession de Larmor des moments magnétiques en 
il est possible de reconstitu
est obtenu grâce aux variations des temps de relaxation transversaux et longitudinaux des protons de 
tons. Il est souvent nécessaire 
r le signal détecté en limitant les artéfacts et le rapport signal/bruit. Le choix des séquences 
1, T2 ou T2*. Il existe plus de cents séquences IRM différentes, 
il serait donc fastidieux de les décrire ici. Néanmoins, les séquences utilisées lors des analyses IRM 
présentées dans ce manuscrit sont décrites dans la partie expérimentale. 
4.1.2 Les agents de contraste 
La relaxation des moments magnétiques nucléaires dépend de leur environnement. Ainsi la 
ressenti par les protons et modifie leur relaxation.  
Le temps de relaxati
104 :  
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Avec (Ti)obs et (Ti)dia 
contraste, ri -1.mol-1.L) et [M] sa concentration (en mol.L-
1).  
-dessus, on observe que les agents de contraste permettent de diminuer les 
temps de relaxation T1 et T2 tion. On distingue les agents de contraste T1 ou 
positif des agents T2 ou négatifs. Les agents de contraste positifs, diminuent de la même façon les temps 
de relaxation longitudinale et transverse (r2/r1 es où ils 
1) (Figure 4.3).105 Les complexes de gadolinium sont les agents de contraste positifs 
les plus utilisés en clinique. 
 
Figure 4.3 : Images IRM d'une coupe de foie de rat atteint d'un cancer du foie (hépatocarcinome) avant et après 
injection intraveineuse de l'agent de contraste Gd-DTPA-Pullulan. Images extraite de [105].  
e, les agents de contraste T2 diminuent plus fortement le temps de relaxation transverse 
par rapport au longitudinal (r2/r1
entités superparamagnétiques telles que les NPOFs sont des agents de contraste négatifs (Figure 1.5).  
Au-
pour détecter et suivre la distri
 
4.2 La résonance ferromagnétique  
La résonance ferromagnétique (RFM) est une technique spectroscopique permettant de sonder 
trairement à la RMN qui mesure la dynamique de 
électronique des nanoparticules. La RFM repose sur le principe de la résonance paramagnétique 
électronique (RPE), présenté ci-dessous. Le principe de la RPE est similaire au principe de la RMN. 
Cependant les entités sondées ne sont pas les spins nucléaires mais les spins électroniques.  
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champ magnétique statique extérieur provoque une levée de dégénérescence des niveaux énergétiques 
s 
ayant un spin s = ½, il y a 2s+1 doit deux niveaux énergétiques possibles associés aux nombres 
quantiques ms = ½ et ms = - ½ (Figure 4.4). 
 
Figure 4.4 : Levée de dégénérescence des niveaux d'énergie pour un ensemble de spins électroniques (S=1/2) 
sous l'action d'un champ magnétique extérieur. 
, avec g le facteur de Landé 
(sans dimension),  le magnéton de Bohr (en Joules.Tesla-1), h la constante de Planck (en Joule.seconde) 
et  le champ magnétique (en Tesla) ( Figure 4.4) provoque des transitions entre les différents états 
-ondes. 
Les conditions de résonance sont déterminées en faisant varier le champ magnétique statique  pour 
une fréquence des micro-ondes fixe. On parle de spectromètres fonctionnant en bande X ou en bande Q 
lorsque la fréquence des micro-ondes est de 9,26 GHz et de 34 GHz, respectivement. 
 
La RFM est basée sur le principe de la RPE cependant, le système considéré est alors un matériau 
ion 
globale de la suspension définie par la somme des moments magnétiques de chaque nanoparticule. En 
, les 
, ce qui confère une aimantation à la suspension. 
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t en 
faisant varier le champ magnétique statique 
magnétiques électroniques en résonance. Il est ainsi pos
concentration en nanoparticules.106 
superparamagnétiques. Il est ainsi possible de détecter mais aussi de quantifier les nanoparticules grâce 
 
4.3 -échelle 
Les deux méthodes présentées ci-dessus permettent de caractériser les propriétés magnétiques des 
lution des propriétés 
magnétiques des oxydes de fer et les relie directement à leur concentration, permettant ainsi de les 
quantifier dans les organes. 
permettant de 
massivement internalisées par les macrophages, les nanoparticules sont soumises à des conditions 
hostiles rencontrées dans les lysosomes. Nous verrons dans la section suivante que les nanoparticules 
de caractériser les transformations des nanoparticules et les produits issus de celles-ci, potentiellement 
-à-d
 
 le suivi des produits de dégradation 
de ces dernières. Cette approche multi-
Figure 4.5). 
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Figure 4.5 : Techniques utilisées pour suivre l'évolution des nanoparticules dans l'organisme au cours du temps. 
té publiées les premières études sur le devenir des 
de mettre en évidence le comportement des NPOFs dans des milieux de complexités différentes, allant 
ont permis de définir les différentes problématiques associées à cette thèse.  
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5. Devenir des NPOFs
propriétés magnétiques de ces dernières. Nous avons abordé en section 2.2 la biodistribution des 
nanoparticules après injection par voie intraveineuse. Celles-ci sont reconnues dans la majorité des cas 
par les macrophages du système réticulo-endothélial, puis acheminées et internalisées dans les cellules 
du foie et de la rate. Elles sont ensuite confinées au sein des lysosomes et exposées à des conditions 
 ? 
Sont-elles transformées ou dégradées ? Pendant combien de temps conserveront-elles leurs propriétés 
magnétiques pour créer un contraste suffisant en IRM ou chauffer efficacement un tissu tumoral ? 
théranostiques -
à-  
Afin de répondre à ces questions il est nécessaire de pouvoir quantifier les nanoparticules au sein 
précédente, nous avons établi les méthodes de nanométrologie adaptées 
pour suivre les NPOFs, et en particulier leur propriétés magnétiques, in vivo. De nombreuses recherches 
xicité et la biodistribution des nanoparticules sur une période de 
quelques heures voire quelques jours. Cependant, leur devenir sur le long terme allant de quelques 
er ou les 
éliminer, reste peu étudié. Le temps des expériences est un facteur clé dans la compréhension du cycle 
de vie des nanoparticules. Les études présentées ci-dessous se concentrent sur le suivi et la quantification 
des nanoparticules sur des périodes allant de trois mois à un an.  
5.1 Transformation des nanoparticules 
5.1.1 Etudes in vivo.  
Les études du cycle de vie des nanoparticules sont réalisées dans la plupart des cas sur des modèles 
murins. Dans la suite de cette section, nous présenterons les études sur le devenir de nanoparticules 
réalisées précédemment au laboratoire, par mes prédécesseurs.  
Après injection intraveineuse, Lévy et al. ont montré que la majorité des nanoparticules sont 
confinées dans les lysosomes des macrophages résidents du foie et de la rate.107 
du signal RFM pour des NPOFs sphériques,107 cubiques30 ou de nanoparticules hybrides constituée de 
108 montre une diminution du signal au cours du premier 
ion (Figure 5.1 (A, B et C)). Ces résultats ont été confirmés par IRM in vivo (Figure 
5.1 (D)), montrant une diminution du contraste dû aux nanoparticules au bout de quatorze jours suivant 
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cours du temps dans les organes observés ou par une transformation des nanoparticules entrainant une 
intrinsèques des nanoparticules, en particulier leur température de blocage, montre une modification de 
celle-ci (diminution après trois mois dans la rate), témoin de la transformation magnétique des 
magnétique des nanoparticules sans en modifier leur température de blocage.  
Ces études ont permis également de mettre en évidence différents paramètres influençant la 
transformation des nanoparticules. On observe que cette dernière dépend de la forme et de la taille des 
nanoparticules : au bout de sept jours, la quantité de nanoparticules magnéti
la masse injectée pour des nanoparticules sphériques et de moins de 5 % pour des nanoparticules 
cubiques pour une dose injectée égale à 50 µmol de fer par kilogramme (Figure 5.1 (A et C)). Kolosnjaj-
Tabi et al
leur cinétique de transformation : plus de 80 % des nanoparticules injectées enrobées avec un polymère 
amphiphile (polymer-coated) se retrouvent dans le foie contre environ 40% pour les nanoparticules 
enrobées avec du PEG.108 Ces dernières sont rapidement transformées dans le foie, on retrouve moins 
de 20 % de la masse injectée après 7 jours contre environ 80% pour les nanoparticules enrobées avec le 
polymère amphiphile (Figure 5.1 (B)). Enfin, la cinétique de transformation des nanoparticules semble 
dépendre 
plus rapide dans le foie que dans la rate.  
 
Figure 5.1 : Evolution de la quantité de fer superparamagnétique (SP) mesurée en RFM dans le foie et dans la rate 
pour des NPOFs sphérique107(A) , hybrides108 (B) et cubiques30 (C). IRM in vivo des nanoparticules 
[30], [107] et 
[108]. 
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Des observations en MET sur des coupes de foie et de rate ont confirmé la transformation des 
nanoparticules après internalisation cellulaire dans les lysosomes. Après injection de nanocubes, ceux-
égats (Figure 5.2 (A)). On observe 120 
(Figure 5.2 (A) flèche rouge) On observe également une modification structurelle des nanoparticules 
Figure 5.2 flèche bleue).  
 
Figure 5.2 : Evolution des propriétés structurelles de NPOFs cubique (A)30 et hybrides (oxyde de fer / or) (B).108 
Après injection et internalisation, les nanocubes sont localisés à la périphérie des lysosomes 
contrairement aux nanoparticules hybrides dont la distribution est homogène au sein des lysosomes. 
de fer 7 jours après injection (flèche bleue). Images extraites de [30] et [108]. 
nanoparticules sont dégradées localement par le milieu biologique au sein des lysosomes. La dégradation 
dépend également de certains paramètres caractéristiques des nanoparticules mais également de 
s sur ceux-ci, des études 
complémentaires ont été réalisées en solution dans un modèle reproduisant les conditions de chélation 
et al.109 
sur la dégradation, ce qui est difficilement réalisable in vivo du fait de la complexité de ces milieux.  
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5.1.2 Modélisation de la dégradation des nanoparticules  
Arbab et al.  : les conditions de 
dation de NPOFs dans des 
plongées dans un milie
permis de mettre en évidence deux paramètres essentiels dans la dégradation des NPOFs, la nature des 
chélates ainsi que le pH de la solution. Quelques années plus tard, Levy et al. ont réalisé une étude 
complète du mécanisme de dégradation de NPOFs sphériques dans le milieu mimant les conditions 
lysosomales en combinant différen
magnétiques et structurelles de ces dernières.110 
hanger les 
caractéristiques intrinsèques des nanoparticules (aimantation à saturation et température de blocage). 
Ces résultats, confirmés par des analyses de MET, suggèrent une dissolution des nanoparticules tout en 
gardant une distribution en taille constante (Figure 5.3). Ces observations macroscopiques ont mis en 
évidence un mécanisme particulier que l'on peut qualifier de mécanisme « tout-ou-rien » dans lequel la 
dissolution des nanoparticules, caractérisé
observée sans modifier leurs propriétés magnétiques et structurelles. Ainsi les nanoparticules en contact 
direct avec les molécules de citrate, adsorbées à leurs surfaces, sont totalement dissoutes tandis que les 
autres restent intactes.  
 
Figure 5.3 : Evolution des propriétés magnétiques et structurelles de NPOFs sphériques dans un milieu modélisant 
les conditions lysosomales110
à saturation (b) et la température de blocage (c) pour des NPOFs dans le milieu mimant les conditions 
ieu 
modèle à pH = 4. Graphes extraits de [110] 
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Des études complémentaires utilisant la MET haute résolution et corrigée en aberrations ont 
 et al. ont observé une 
lysosomales dès 30 minutes.111 acide citrique semblent se 
dégrader intégralement et préférentiellement par les coins des cubes. Ces résultats ont mis en évidence 
t un enrobage stable, constituant une couche protectrice, tendent à 
Une étude similaire, réalisée sur un assemblage de NPOFs appelé nanofleurs, a mon
plongées dans le milieu modèle, celles-ci de désassemblent en nanoparticules sphériques uniques.112 La 
perte de la structure en fleurs affecte les propriétés magnétiques de ces particules et a pour conséquence 
une diminution significative d
chauffage.  
 caractéristiques intrinsèques des nanoparticules sur la 
dégradation , mais 
 
in vivo 
dégradées au sein des lysosomes après injection intraveineuse. Cette dégradation semble être due en 
premier lieu aux conditions acides des lysosomes et à la présence de molécules tel que le citrate, ayant 
une grande affinité avec le fer, qui permettent la dissolution des NPOFs. Ainsi, du fer non particulaire, 
issu de la dissolution des nanoparticules, se retrouve dans le milieu intracellulaire. Dans la section 3.1, 
palier à cette augmentation intracellulaire en fer et prendre en charge le fer libéré par les nanoparticules.  
5.2 Prise en charge du fer libéré par les nanoparticules.  
de NPOFs dans les lysosomes, celles-ci 107,111 
Ces observations ont également révélé la présence de structure semblables à des empreintes digitales 
(structures finger print ans le 
métabolisme du fer, la ferritine (Figure 5.4 (A)). Indépendamment de la taille et de la forme des 
nanoparticules injectées, celles-ci (Figure 5.4, flèches rouges) se retrouvent systématiquement en 
présence de ferritine (Figure 5.4, flèches jaunes) dans les lysosomes. Les ferritines sont des protéines de 
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suggèrent un mécanisme de transfert des atomes de fer issus de la dégradation des nanoparticules vers 
les ferritines. Lopez-Castro et al. ont également observé en microscopie électronique, un remplissage 
des ferritine de la rate en présence de NPOFs.113 
modèle de sphéroïde de cellules souches mésenchymateuses a montré une surexpression des gènes 
114 et quatre mois 
après injection intraveineuse chez la souris (études non publiées).  
 
Figure 5.4 : Clichés de MET de coupes de rate 7 jours après injection de NPOFs sphériques (A,B)107 et 14 jours 
après injection de nanocubes d'oxyde de fer (C,D)111. Après injection des NPOFs (flèches rouge), on 
observe la présence de ferritines (flèches jaune) à proximité de ces dernières. Extraits de [107] et 
[111]. 
Du fait de ses capacités de stockage et de sa proximité avec les nanoparticules, la ferritine semble 
jouer un rôle important dans la dégradation des nanoparticules et dans le stockage du fer issu de ces 
dernières. Néanmoins, les mécanismes de transfert restent encore peu connus. Les nanoparticules sont-
elles dissoutes puis le fer acheminés vers les ferritines ? Y-a-t-il un mécanisme de transfert direct entre 
les nanoparticules et les ferritines ? Si un transfert effectif existe entre les nanoparticules et les ferritines, 
quelles en sont les conséquences sur la dégradation de ces dernières ? En effet, les ferritines pouvant 
bre de dissolution des nanoparticules et ainsi être de 
véritables catalyseurs de la dégradation de ces dernières. 
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Une partie de mes travaux de thèse a pour but de répondre aux questions soulevées précédemment. 
Le premier chapitre est consacré aux interacti
moléculaire et cellulaire, des mécanismes de prise en charge des produits de dégradations issus des 
NPOFs.  
en charge du fer exogène, traitée dans le chapitre 1, mais également des dynamiques temporelles et 
 : peuvent-ils 
 ou sont-ils éliminés en est-il alors de leur 
 ? Du fait de la présence de fer endogène, il est nécessaire 
 
Le deuxième chapitre 
analytique consistant à réaliser un marquage isotopique des nanoparticules afin de différencier le fer, 
issu de la dégradation des nanoparticules, du fer endogène.  
Enfin, le trois
un modèle murin sur une période de six mois, grâce au marquage isotopique présenté dans le deuxième 
chapitre.  
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-ci sont dégradées dans les lysosomes, libérant ainsi des ions Fe3+ ou Fe2+ 
et Fe3+ dans le cas de la maghémite et de la magnétite, respectivement. Or, le Fe2+ labile, entité dite 
redox-active, catalyse la réaction de Fenton et induit un stress oxydant cellulaire via la formation 
 :  
 
ERO, la cellule peut stocker le fer sous une 
forme dite redox-non active, il est alors complexé au sein de protéines telles que la ferritine. La présence 
de ferritine à proximité de NPOF
liés à la ferritine, suggère un mécanisme de transfert de fer entre ces entités.1 3  
Ce c
inorganiques vers les ferritines. Nous aborderons dans une première partie le rôle de la ferritine dans le 
métabolisme du fer ainsi que la structure et les processus de stockage de la ferritine. La deuxième partie 
de ferritine sur la dégradation des nanoparticules. La troisième et dernière partie a pour objectif de mettre 
en évidence ces transferts in vivo. 
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1. La ferritine : élément essentiel du métabolisme du fer 
-ci est présent au sein de protéines telles 
-soufre. Ces 
protéines sont impliquées dans différents processus biologiques fondamentaux tels que la respiration, le 
4,5 
contraire, un manque de fer impacte la prolifération cellulaire. Le fer peut être ainsi lié à différentes 
dans différentes maladies neurodégénératives telles que Parkinson ou Alzheimer. 6 8 Ainsi, la quantité 
de fer est une grandeur finement régulée  
1.1 Le cycle de vie du fer  
de la moitié, soit 1 à 2 grammes environ, est stockée dans les ferritines principalement des macrophages 
du foie et de la rate.9 Enfin, le reste de fer est utilisé au sein de différentes ferroprotéines telles que la 
ramme, circule dans 
le plasma sanguin lié à la transferrine.5,9 
besoins d
telles que les érythrocytes ou vers les macrophages du foie et de la rate où il sera stocké (Figure 1.1).9  
 
Figure 1.1 : Cycle de vie du fer. Après ingestion, le fer circule dans le tube digestif jusqu'à atteindre l'intestin où 
il est absorbé. Il est ensuite distribué vers différentes cellules pour être utilisé ou stocké. Figure 
inspirée de [9]. 
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1.1.1 Absorption du fer 
Figure 1.2
non-  fer héminique est associé à un hème, celui possède une 
duodenal cytochrome
divalent metal transporter 1). Le fer héminique est quant à lui 
heme carrier protein 1). 9 11 Une fois dans les 
se HO-1 (hème oxygénase 1) libérant du fer (II), 
qui est acheminé dans la circulation sanguine par la ferroportine, une protéine présente à la membrane 
cellulaire des entérocytes. Le fer est ensuite pris en charge dans le plasma par les transferrines, protéines 
le fer (II) en fer (III).  
 
Figure 1.2 : Parcours du fer depuis l'absorption par les entérocyte jusqu'à la libération dans la circulation 
sanguine. Figure inspirée de [9]. 
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1.1.2 Internalisation cellulaire.  
Dans la circulation sanguine, le fer est lié à la transferrine, formant ainsi un complexe binucléaire 
transferrine-fer, Tf(Fe)2.12 
de la transferrine TfR1, exprimés à la surface des cellules.12,13 Il est ensuite internalisé dans la cellule 
par endocytose. Des complexes mononucléaires peuvent également être internalisés par ce mécanisme. 
-
transferrine (transferrine dépourvue de fer), ce qui rend ce processus sélectif du fer. Le complexe 
Tf(Fe)2-TfR1 est acheminé vers les endosomes dont le pH, proche de 4,7, favorise sa dissociation, 
libérant ainsi les ions Fe3+ -transferrine, protéine 
résultante de la dissociation du fer, sont alors excrétés de la cellule.13 Le fer (III) est réduit en fer (II) par 
DMT1 pour rejoindre la réserve de fer labile (non complexé par des protéines de haut poids 
moléculaire).13 Le fer est alors chélaté par différentes petites molécules telles que le citrate.14 16 Il est 
ensuite distribué et utilisé au sein des différents compartiments cellulaires. Selon les besoins de 
Figure 1.3):  
- acheminement vers les mitochondries pour la formation de métalloprotéines (hème, 
clusters fer-soufre). Le fer est transporté vers les mitochondries soit par un mécanisme dit de 
« kiss and run », râce à différents 
transporteurs du fer tels que les mitoferrines, paraferritines ou ferritines11. 
-  
- Le stockage au sein des ferritines.  
 
Figure 1.3 : Parcours intracellulaire du fer.13 Le fer est importé dans les cellules sous la forme du complexe Tf(Fe)2, 
puis après dissociation de ce complexe rejoint la réserve de fer libre pour être utilisé, stocké ou exporté 
de la cellule. Extrait de [13]. 
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hépatocytes (cellules du foie), et les protéines régulatrices du fer (IRP1 et IRP2) permettant de contrôler 
la synthèse de protéines intervenant dans le métabolisme du fer. Ainsi la ferritine constitue un élément 
essentiel du métabolisme du fer.  
1.2 La ferritine  
La ferritine est une 
atomes de fer. La ferritine est présente essentiellement dans le cytosol mais aussi dans les lysosomes, 
dans les mitochondries et dans le sang.1,2,11 
1.2.1 Structure de la ferritine 
La couronne protéique appelée apo-ferritine est constituée de 24 sous unités peptidiques 
identiques. On distingue deux types de sous-unités partageant la même 
55% : la chaîne H, heavy-chain, constituée de 182 acides aminées et la chaîne L, light-chain, constituée 
de 174 acides aminés.17 
de la nucléation 
Les sous-unités, constituées de quatre hélices alpha, interagissent deux à deux afin de former des 
-assemblage de ceux-ci forme la couronne de protéines (Figure 1.4).18  
 
Figure 1.4 : Assemblage de la ferritine : monomère constitué de quatre hélices alpha (A), formation de dimères 
(B), assemblage de deux (C) et trois (D) dimères. Extrait de [18]. Structure de la ferritine (E). Image 
extraite de la protein data bank (PDB), code : 3KX9.  
1.2.2 Stockage du fer 
La Figure 1.5 (A) résume le parcours du fer dans les canaux de la ferritine, depuis son entrée 
est acheminé vers les ferritines grâce à des protéines chaperones telle que PCBP1, poly(RC)-binding 
protein 1.9,18 Le fer (II) pénètre dans la ferritine via des canaux présents à la surface de la structure en 
cage. Il est ensuite dirigé vers le centre ferroxidase grâce à un gradient électrostatique au sein des canaux, 
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engendré via des résidus chargés négativement. Le fer (II) est ensuite oxydé en fer (III) par le centre 
ferroxidase situé dans la chaîne H. Le centre catalytique, situé au milieu de chaque sous-unité, possède 
trois sites de liaison du fer A, B et C. Les sites A et B sont situés au centre des hélices alpha, et le site C 
 fer liés au site A, B et C.  
Si un atome de fer (II) est lié à chaque site A et B, ceux-ci sont oxydés par le dioxygène présent 
dans la ferritine selon la réaction suivante :  
 
 Si un atome de fer (II) est lié à chaque site A, B et C alors le fer (II) est oxydé en fer (III) selon 
la réaction :  
 
fer (III). Le premier intermédiaire, observé 
bleue, a été détecté par spectroscopie UV-
ponts oxygènes.18 Le second intermédiaire est une espèce radicalaire mise en évidence par spectroscopie 
st présent sur le site C du centre catalytique, le résidu 
tyrosine permet une réduction du dioxygène en eau, formant une espèce radicalaire Tyr . Celle-ci est 
-réducteur. Cette 
spectroscopie Mössbauer du fer 57. Environ 60 à 80 % du fer (II) est oxydé dans le centre ferroxidase 
et forme le dimère Fe(III)-O(H)-Fe(III) via 
niveau du site C et les espèces formées sont des monomères, trimères ou clusters de fer (III).18 Le fer 
17,19 tte structure cristalline montre la formation de nanoparticules 
cristallin ont lieu au sein de la chaîne L grâce à des résidus glutamates et histidine. 17,20 Cette dernière 
permet le stockage lorsque le fer intracellulaire est en excès. La chaine H quant à elle est un véritable 
chaines H et L peut être m 11 et de la 
localisation de la ferritine. x de stockage du fer, les ferritines 
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présentes sont riches en chaînes L, tandis que dans les muscles, l nt riches 
en chaînes H.11  
 
Figure 1.5 : Stockage du fer au sein de la ferritine. Entrée du fer via des métallochaperones. Le fer est ensuite guidé 
dans les canaux de la ferritine grâce à un gradient électrostatique engendré par les résidus jusqu'à 
atteindre le centre ferroxidase (A). Il est ensuite oxydé en fer (III). La nucléation a lieu dans la cavité, 
hématite et de ferrihydrite 
(B), extrait de [19]. Image de MET (C) et de MET haute résolution (D) de ferritine issue de rate 
équine. Distribution en taille des nanoparticules sphériques formées au sein des ferritines (E).   
1.2.3 Régulation du fer 
Lorsque le fer cytosolique est en excès, celui-ci est acheminé vers les ferritines pour être stocké 
u fer (maladie de la ferroportine, 
11 
Au contraire, lorsque la cellule manque de fer, celui-ci est relargué de la ferritine. Les mécanismes 
de libération du fer in vivo 
telles que la transferrine, captent le fer (III) de la ferritine. Alors que le temps caractéristique de ce 
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proposé est la dégradation de la ferritine via -ci dans les lysosomes par 
autophagie.21,22 
la dégradation de la ferritine. Le fer est ensuite relargué du compartiment endo/lysosomal vers le cytosol 
via différents transporteurs du fer tels que DMT1 ou TRMPL1.  
La concentration intracellulaire de la ferritine est régulée par les protéines régulatrices du fer IRP1 
et IRP2, capables de se fixer sur les sites spécifiques IRE, iron responsive element
codant la ferritine.  
1.2.4 La ferritine comme antioxydant 
Pour protéger les cellules, le fer intracellulaire est majoritairement complexé par différentes 
protéines ou stocké sous forme redox non-active afin de limiter la production de radicaux libres.22 Après 
-ci est séquestré dans les compartiments endo/lysosomaux 
1.1.2). Les compartiments 
endo/lysosomaux sont ainsi de véritables rhéostats contrôlant les flux intracellulaires du fer. Dans les 
lysosomes, une quantité trop importante de fer sous forme redox active (fer (II)) favorise la production 
de radicaux libres qui augmentent la perméabilisation de la membrane lysosomale et induit le relargage 
nécrose des cellules.22,23 La cellule peut pallier à une augmentation de la concentration du fer 
intracellulaire via 22,24 ou encore via la 
synthèse de ferritine de novo.11 
Le rôle de la ferritine dans les lysosomes est double, elle peut soit être dégradée pour relarguer le 
fer afin de subvenir aux besoins de la cellule (ferritine saturée), soit être un véritable antioxydant en 
ss oxydant (ferritine 
non saturée).  
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2.
nanométrique 
La présence de ferritines à proximité des nanoparticules de maghémite dégradées dans les 
lysosomes suggère que le fer issu de leur dégradation est pris en charge par les ferritines.1,2 Cependant, 
la complexité du milieu biologique et la haute concentration en fer endogène ne permettent pas de sonder 
sélectivement ces phénomènes in vivo
gramme
(environ 200 mg) pour un homme de 70 kilogrammes. Aussi un des objectifs de mes travaux de thèse a 
été de développer une méthodologie pour étudier les possibles interactions entre les NPOFs et les 
ferritines. Et en particulier, tester le remplissage des ferritines par du fer issu de la dégradation de 
NPOFs, et évaluer si la présence de ferritine pouvait avoir une influence sur la dégradation des NPOFs.  
La stratégie adoptée pour cette étude a été de faire interagir des NPOFs avec des ferritines dans 
un milieu mimant les conditions lysosomales et de suivre le remplissage des ferritines par spectroscopie 
UV-visible. En parallèle un suivi des propriétés magnétiques et structurelles des NPOFs en présence ou 
 
 
art la méthodologie développée pour étudier ces 
phénomènes. Puis je résumerais les questions que nous nous sommes posées à travers cette étude et les 
principaux résultats que nous avons obtenus.  
2.1 Méthodologie  
2.1.1  
Les études in vivo 
voie intraveineuse, celles-ci sont confinées dans les lysosomes.1 En outre, dans ceux-ci, les NPOFs se 
dégradent et coexistent avec les ferritines endogènes.1,2 Une première hypothèse est que les atomes de 
fer issus de la dégradation des NPOFs sont pris en charge par les ferritines. Aussi il est nécessaire de se 
placer dans des conditions permettant la dégradation de celles-ci.  
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Des études réalisées précédemment au l
manuscrit, ont montré que dans un milieu mimant les conditions lysosomales, les nanoparticules se 
dissolvent et libèrent, dans le cas de NPOFs de maghémite, du fer (III).2,25,26Le suivi de la dégradation 
2 La Figure 2.1 montre les images obtenues en MET haute résolution de 
conditions lysosomales, à différe
le milieu mimant les conditions lysosomales, et que les cinétiques de dissolutions dépendent de 
blent se 
dissoudre à partir de 90 minutes alors que ceux enrobés avec du PEG semblent se dissoudre à partir de 
40 minutes. 
 
Figure 2.1 : Suivi en MET haute résolution de la dégradation de NPOFs de forme cubiques enrobées d'un polymère 
amphiphile (A) ou avec un PEG (B), dans le milieu mimant les conditions lysosomales. Image 
extraites de [2].  
remplissage des ferritines dans ce milieu 
reproduisant les conditions lysosomales. Ce milieu, décrit par Arbab et al.14, est tamponné au pH du 
lysosome, égal à 4,7 et supplémenté en ions citrates. Il constitue ainsi un milieu modèle minimal 
permettant de r
sélectivement les phénomènes de remplissage des ferritines.  
2.1.2 N  
Fe2O3 identique et enrobées de 
citrate ou de dextran. Le citrate, chargé négativement à pH 4,7, favorise les interactions avec les 
protéines. Au contraire, le dextran est un polysaccharide neutre, et minimise les interactions avec les 
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antifouling. Les NPOFs ont été synthétisées par notre 
 
2.1.3 Nanométrologie  
2.1.3.1 Dégradation des NPOFs dans le milieu modèle 
le 
a été suivie au cours du temps. Les propriétés magnétiques ont été caractérisées par RFM et relaxométrie 
de quantifier les temps de relaxation longitudinaux et transversaux de la suspension au cours du temps. 
Elles ont été réalisées pour des fréquences de Larmor de 40 et 60 MHz et sur une gamme de fréquences 
des NP
 
-à-
leur taille et de le
pour Dynamic Light Scattering) et par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS pour Small Angle 
X-rays Scattering  non destructive permettant 
iques supplémentaires telles que la DLS qui nécessite une 
in vivo, et logistiquement moins contraignantes telles 
 
La combinaison de ces méthodes complémentaires a permis de caractériser intégralement les 
propriétés des NPOFs au cours du temps (Figure 2.2). 
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Figure 2.2 : Caractérisations des propriétés magnétiques et structurelles des NPOFs. Leurs propriétés magnétiques 
MET et SAXS (B), la taille du diamètre hydrodynamique des nanoparticules par DLS (C). 
2.1.3.2 Interaction entre NPOFs et ferritines 
- Remplissage de la ferritine.  
-ferritine.27 -ferritine présentent des 
signaux différents en spectroscopie UV- -
28 30 En particulier, la bande à 280 nm du spectre UV-
-ferritine (flèche bleu, Figure 2.3), se transforme en épaulement pour la ferritine qui 
caractérise le remplissage de la ferritine par différents cations tels que le cobalt Co2+, le platine Pt2+ ou 
3+ (flèche grise, Figure 2.3).  
 
Figure 2.3 : Spectre UV-visible de la ferritine (gris) et de l'apo- -ferritine à 280 
nm se transforme en épaulement pour la ferritine, caractéristique du remplissage par des métaux.  
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- Dégradation -ferritine.  
La dégradation des NPOFs a été suivie en premier lieu dans le milieu modélisant les conditions 
lysosomales seul, pour une concentration en fer initiale égale à 10 mM. Les NPOFs ont ensuite été mises 
-ferriti -ferritine ajoutée dans la solution de 
NPOFs de concentration initiale en fer égale à 10 mM, permet de définir le ratio  :  
 
L
-ferritine, soit 4500. Les ratios  = 1, 1/2 et 1/4 ont été testés. Pour le ratio 
 initialement que de sites de stockage disponibles ; 
pour le ratio -ferritine est en excès et il y a quatre fois plus de sites de stockages disponibles 
 
-ferritine sur les propriétés des NPOFs et leur dégradation a 
été analysée par SAXS et RFM, respectivement.  
2.2 Synthèse des principaux résultats.  
cette étude. Celui-ci est inclus dans le manuscrit à la suite de cette section. 
Les NPOFs se dissolvent elles dans le milieu modèle ? 
Le suivi de l es nanoparticules a été réalisé 
dans le milieu modèle. On observe une diminution du signal magnétique et des temps de relaxation dès 
24 heu la dissolution des NPOFs (Figure 2, Small
propriétés structurelles des nanoparticules montre que la diminution des propriétés magnétiques 
Small
que les NPOFs se dissolvent par un mécanisme de « tout ou rien », présenté dans le chapitre 
Fs attaquées par les molécules de citrate sont intégralement dissoutes tandis 
 
-il être stocké dans la ferritine ? 
Dans la section 1.2.2 nous avons introduit les mécanismes physiologiques le remplissage in vivo 
 (III). Pour cette raison, la plupart des études de remplissage de la ferritine ont 
température).31 33 Or, les NPOFs utilisées sont de la maghémite Fe2O3, et do
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nitrilotriacétiq -ferritine à 37°C dans le milieu 
modèle. Les résultats en spectroscopie UV- -ferritine par les 
sels de fer un jour après mise en présence de ces derniers avec -ferritine (Figure 5 (A), Small). 
diamètre de 3,5 nm (± 0,9 nm) présentant une structure spinelle inverse correspondant à la magnétite et 
à la maghémite (Figure 5 (E, F), Small). Les distances interréticulaires caractéristiques de la structure 
-ferritine.  
-il du fer issu des NPOFs ?  
-ferritine dans le milieu modèle à 37°C. Le suivi de 
-ferritine en spectroscopie UV-visible montre un transfert de fer issu des 
nanoparticules vers cette dernière (Figure 6, Small). Ce transfert est caractérisé par une cinétique rapide 
nanoparticules avec des enrobages différents a permis de mettre en évidence un ralentissement de la 
cinétique de transfert pour des nanoparticules enrobées de dextran comparativement à celles enrobées 
de citrate. Les nanoparticules enrobées de dextran ont également montré une cinétique de dégradation 
plus lente dans la solu -ferritine. Ces 
observations ont permis de formuler une première hypothèse quant au mécanisme de transfert de fer issu 
des nanoparticules vers les apo-ferritines : la première étape de ce mécanisme est une dissolution des 
nanoparticules par les molécules de citrate, aboutissant à la formation de complexes fer  citrate. Cette 
de citrate, constitue 
ensuite acheminés, par diffusion, -ferritine puis complexés par celle-ci via un échange de 
ligand Figure 2.4 : Mécanisme de transfert de fer issu des nanoparticules vers l'apo-ferritine. La première 
étape d'échange de ligand est l'étape cinétiquement déterminante. Les complexes fer-citrate sont ensuite 
acheminés vers l'apoferritine, où ils seront complexés par cette dernière.(Figure 2.4).  
 
Figure 2.4 : Mécanisme de transfert de fer issu des nanoparticules vers l'apo-ferritine. La première étape d'échange 
de ligand est l'étape cinétiquement déterminante. Les complexes fer-citrate sont ensuite acheminés 
vers l'apoferritine, où ils seront complexés par cette dernière.  
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-ferritine sur la dégradation des NPOFs ?
Nous avons montré dans le paragraphe précédent que le fer issu des NPOFs peut être stocké au 
sein des apo-ferritines -
dissolution des nanoparticules et ainsi modifier les cinétiques de dégradation des NPOFs, et en 
-ferritine 
ajoutée aux nanoparticules, la cinétique de dégradation est significativement ralentie comparativement 
à celle des nanoparticules seules (Figure 7, Small).  
Afin de comprendre ce phénomène, les solutions contenant les NPOFs avec différents ratios 
-ferritines ont été analysée
-
part, que la nature de ces agrégats dépend d -ferritines ajouté (Figure 8, Small). Néanmoins 
 -ferritines ajouté
par trois étapes distinctes. Les NPOFs qui initialement sont bien dispersées dans le milieu modèle sont 
-
ratio  = 1, deux phases distinctes apparaissent au bout de deux jours (le culot et le surnageant). En 
augmentant la quantité -ferritine, la séparation de phase est plus lente et incomplète. Ces résultats 
-ferritines tend à former un enrobage homogène autour 
des NPOFs et ainsi à les stabiliser. La deuxième étape est caractéris
-
ferritines par NPOFs augmente ce qui les stabilise. La troisième et dernière étape est caractérisée par la 
stabilisatio -Apo-ferritines, la solution est alors homogène. La 
Figure 2.5 représente les différentes étapes de la formation des agrégats en fon -
ferritines ajouté. 
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Figure 2.5 : Dynamique de la formation d'agrégats en fonction de la quantités d'apo-ferritines ajoutées aux NPOFs. 
L'étape 1 est caractérisée par déstabilisation des NPOFs formant des agrégats. La dégradation des 
NPOFs les restabilise (étape 2) jusqu'à obtenir une solution homogène (étape 3). 
En considérant les cinétiques de dégradation des NPOFs en présence des différents ratios de 
protéines et les dynamique de formation des agrégats, nous avons pu formuler une hypothèse quant au 
-ferritine.  
- -ferritine 
cès des molécules de citrates, qui induisent la dissolution des NPOFs 
- -
ferritine (  -ferritines autour des NPOFs est homogène et les protège ainsi de la 
 -ferritine enrobe partiellement les NPOFs 
et celles-ci se dissolvent plus rapidement.  
-ferritine peut-elle dégrader les NPOFs ? 
-
ferritine, des études complémentaires ont été réalisées en substituant le tampon citrate par un tampon 
acétate dont le pH mime le milieu lysosomal mais qui est moins chélatant pour le fer que le citrate. En 
effet, dans ce milieu, les nanoparticules sont stables et ne se dissolvent pas. En revanche, en présence 
-ferritine, une diminution du signal magnétique des nanoparticules est observée au bout de 
quarante jours (Figure 9, Small). Ces observations, caractéristiques de la dégradation des nanoparticules, 
ont permis de formuler une hypothèse selon laquelle les apo-ferritines pourraient dégrader les 
e une centaine de sites de liaisons du fer à la 
surface de la ferritine34 -ferritine se traduirait par un transfert 
 Figure 
2.4.  
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Dans le milieu modélisant les conditions lysosomales, deux mécanismes de dégradation 
coexistent. Le premier a une cinétique rapide et correspond à la dissolution des nanoparticules par les 
-ferritine (  
nanoparticules est inhomogène, laissant un accès aux molécules de citrate à la surface des 
-ferritine est en excès (  ge intégralement la 
-
ferritine (Figure 2.6). 
 
Figure 2.6 : Mécanismes de dégradation et de transfert de fer des NPOFs vers les apo-ferritines dans le milieu 
mimant les conditions lysosomales 
Pertinence du modèle par rapport aux observations in vivo?  
-
interactions entre apo-ferritine et NPOFs modulent la dégradation de celles- -
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Plusieurs études in vivo ont montré la présence de ferritine autour de NPOFs dans les lysosomes 
de macrophages, après injection intraveineuse.1,2,35 
Figure 2.7 essif des NPOFs (Figure 
2.7 (B)) et la coexistence avec une quantité croissante de ferritine. On observe également que la ferritine 
est présente sous la forme de particules uniques (Figure 2.7 (B & D)) ou sous la forme de clusters 
caractérisés par leur structure finger print (Figure 2.7 
NPOFs est cohérente avec la surexpression des gènes codant la ferritine dans un modèle de sphéroïde 
de cellules souches mésenchymateuses, et en particulier celui codant la chaine L, responsable de la 
nucléation et du stockage du fer.3 
 
Figure 2.7 : Clichés de MET de coupes de rate à 1, 7, 10 et 14 jours après injection de NPOFs (flèches rouges) par 
voie intraveineuse. On constate la coexistence des NPOFs avec des ferritines dès sept jour après 
injection (flèches jaunes). Extrait de [1, 2, 35].  
in vitro et in vivo suggèrent un mécanisme de prise en charge 
du fer (III) issu de la dégradation de NPOFs de maghémite par les ferritines, dans les lysosomes. Dans 
un premier temps, les NPOFs sont confinées dans les lysosomes où elles sont dégradées. Un recrutement 
de ferritines est alors observé pour prendre en charge le fer issu de la dégradation. Ce scénario 
réguler 
produits de dégradation des NPOFs au sein des ferritines permet de diminuer la quantité de fer labile 
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disponible et éviter la production de radicaux libres via la réaction de Fenton. La modulation de la 
dégradation des NPOFs ainsi que le stockage des produits de dégradation dans les ferritines sous une 
forme non toxique permet de réguler la disponibilité de fer labile et minimise ainsi la potentielle toxicité 
induit 59Fe chez des 
modèles murins, 20 % du 59 36 Ces 
du fer issu de la dégradation de 
NPOFs par les ferritines, celui-ci pourrait par la suite être recyclé et remobilisé pour subvenir aux 
 
2.3  
-dessous. La 
Ménager au laboratoire Phénix (Sorbone Université). Les images de MET ont été réalisées avec Yasir 
dégradation des NPOFs avec et sans apo-
Paris Descarte
apo-ferritines par spectroscopie UV-visible. Les mesures magnétiques en relaxométrie RMN ont été 
réalisées avec nos collaborateurs Quoc Lam Vuong et Yves Gossui
-ferritine ainsi que la caractérisation des interactions apo-ferritine  NPOFs par 
SAXS ont été réalisées par Florent Carn (MSC) au synchrotron Soleil et au synchrotron de Barcelone.  
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suggest the intracellular transfer of the iron ions released during the degradation of 
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the capacity of ferritin cages to accommodate and store the degradation products 
of nanoparticles is investigated in vitro in the physiological acidic environment of 
the lysosomes. Moreover, it is questioned whether ferritin proteins can play an active 
role in the degradation of the nanoparticles. The magnetic, colloidal, and structural 
follow-up of iron oxide nanoparticles and proteins in lysosome-like medium confirms 
the efficient remediation of potentially harmful iron ions generated by nanoparticles 
within ferritins. The presence of ferritins, however, delays the degradation of particles 
due to a complex colloidal behavior of the mixture in acidic medium. This study 
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1. Introduction
The use of inorganic nanoparticles (NPs) in preclinical 
research is rapidly expanding, paving the way for new imaging 
and therapeutic strategies. Particularly magnetic NPs, mostly 
made of iron oxide (IO), display attractive functionalities 
making them the most popular inorganic NPs with applica-
tions in Magnetic Resonance Imaging (MRI), Magnetic 
Particle Imaging, magnetic manipulation of drug delivery 
systems and cells, tissue engineering, or magnetic hyper-
thermia, to cite just a few.[1] Remarkably, iron oxide NPs 
(IONPs) are considered efficient and safe and already found 
their way into clinics.[2] In contrast to the majority of metallic 
NPs, their biocompatibility relies on possible degradation 
in the body and recycling by iron metabolism pathway.[3] 
Recent studies evaluating the fate of IONPs in vivo demon-
strated that IONPs were indeed locally degraded in the lys-
osomes of splenic and hepatic macrophages while they lose 
their superparamagnetic properties over periods of months 
after injection.[4] Radioactive labeling of IONPs showed 
that 59Fe released from NPs appeared in the hemoglobin of 
newly formed erythrocytes one week after injection, con-
firming intracellular degradation and channeling of iron into 
the physiological transport pathways for iron.[5] A substantial 
part of the radiolabel was also retained in organs, suggesting 
intracellular storage of iron. Importantly, the gene expression 
of ferritin, the endogenous iron storage protein, and of other 
proteins involved in iron homeostasis, was upregulated after 
cell internalization of IONPs.[3b,6] Ferritin consists of a protein 
shell (called apoferritin (ApoF)) of 24 subunits with an outer 
diameter of 12 nm and a cavity of 8 nm diameter, able to store 
up to 4500 atoms of iron (iron-filled ferritin is called holofer-
ritin (HoloF)).[7] Ferritin is a multifunctional protein that does 
not only detoxify, store, and transport iron, but is also impli-
cated in several metabolic processes.[8] Ferritin is able to store 
excess iron, which is not immediately required by cells for 
metabolic processes, in a readily available nontoxic form.[9] 
It thus protects the cell from the toxic effects of hydroxyl 
radicals HO° generated by the Fenton reaction initiated by 
free Fe2+ ions.[10] Given the ubiquitous presence of ferritin 
close to intracellular IONPs demonstrated by high-resolution 
transmission electron microscopy (HRTEM) of organs,[4c] it 
has been suggested that ferritin could be involved in the deg-
radation mechanism of IONPs in vivo by recycling iron ions 
released by NPs.[4a,11] Indeed, the magnetic properties of the 
original particles in spleen turned to that of the iron-filled fer-
ritin over months following administration.[4a,e,f] Nonetheless, 
the interplay between IONPs and ferritin and their intracel-
lular crosstalk remain unclear. Overall, while it has been gen-
erally accepted that NPs extensively interact with intracellular 
proteins,[12,13] the precise interaction patterns and the role of 
each of them in NP transformation, degradation and recycling 
have yet to be unraveled.
The purpose of this paper is to get insight into the role of 
ferritin protein in the intracellular recycling and remediation 
of iron IONPs. After cellular uptake (mainly by cells of the 
mononuclear phagocytic system), NPs converge to intracel-
lular compartments called lysosomes in which they endure the 
effects of acidic environment (pH 4.7), hydrolytic enzymes, and 
a variety of proteins and lipids, collectively responsible for the 
degradation of NP’s coating and core.[14] The loss of the protec-
tive layer on the metal or oxide surface, the chemical etching of 
the crystal itself and the affinity of metal chelators are intracel-
lular events that govern the crystal disintegration, the release 
of metallic ions, and eventually the formation of metal com-
plexes. Hence, the intracellular loss of NP integrity, observed 
for quantum dots,[15] silver NPs,[16] ZnO NPs,[17] or IONPs,[4c,18] 
has two major consequences: first, it alters the physical prop-
erties and functionalities of NPs and second, it may produce 
highly reactive and potentially harmful metal ions due to the 
cascade of chemical reactions to which particle components 
are exposed. Ferritin could be able to capture the free and 
potentially harmful iron species generated by the intracellular 
degradation of IONPs. It has been shown that lysosomal iron 
overload induce pro-oxidant conditions which trigger de novo 
ferritin synthesis or transfer of apoferritin by autophagy.[9b,19] 
Ferritins in lysosomes thus protect from iron overload and exert 
cytoprotective properties.[20] On the other hand, it may stimu-
late lysosomal stress and induce adverse effects.[21] Ferritin can 
be also degraded by proteases in lysosomes, thereby releasing 
iron.[22] The dynamics of endolysosomal iron pool thus serves 
as a rheostat of cellular iron flux which controls the lysosome 
stability.[9b] By monitoring the colloidal status and dissolution 
of IONPs in the presence of ferritin, we investigated for the 
first time the role of this protein in the behavior, aggregation 
and erosion of iron oxide nanocrystals. The capacity of ferritin 
cages to accommodate and store the degradation products of 
maghemite NPs was examined in vitro in a minimal medium 
mimicking the acidic environment of the lysosomes where NPs 
are physiologically confined and degraded. Moreover we ques-
tioned whether ferritin proteins could play an active role in 
the degradation of IONPs. The Nuclear Magnetic Resonance 
(NMR) relaxometric behavior as well as superparamagnetic 
and structural properties of IONPs was monitored over time 
in order to assess crystal degradation in the presence of dif-
ferent amounts of the protein and to follow the loss of MRI 
detectability. UV–visible spectroscopy and electron micros-
copy allowed assessing the transfer of iron from NPs to pro-
teins. The colloidal status and transformations of both proteins 
and IONPs were monitored by small angle X-ray scattering 
(SAXS) and dynamic light scattering (DLS). The magnetic, 
colloidal, and structural follow-up of IONPs and proteins in 
lysosome-like medium confirmed the efficient remediation of 
iron ions generated by NPs within ferritins. The presence of 
ferritins, however, delayed the degradation of particles due to 
a complex colloidal behavior of the mixture in acidic medium. 
This study exemplifies the important implication of a particular 
intracellular protein in processes of metabolization of IONPs 
and in the regulation of their degradation.
2. Results and Discussion
2.1. Degradation of IONPs in Acidic Environment 
Mimicking the Lysosome pH
IONPs were previously shown to degrade in lysosomes[3b] 
as well as in a minimal medium mimicking the acidic pH of 
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lysosomes (pH 4.7) and containing citrate as iron chelator. 
The kinetics of degradation depended on NPs surface coating, 
size, shape, and architecture.[4c,e,18,23] Herein, we chose arche-
typical 7–8 nm superparamagnetic IONPs made by coprecipi-
tation with different coating in order to evidence the role of 
ferritin in their degradation process (Figure 1). Their super-
paramagnetic properties, NMR relaxation behavior, colloidal 
stability, and morphology were first followed in an aqueous 
medium at pH 4.7 and 20 × 10−3 m citrate in the absence of 
ferritin. Electron Paramagnetic Resonance (EPR) was used 
to specifically detect the superparamagnetic IONPs as a func-
tion of time (Figure 2A). As the released iron ions have no 
or negligible EPR signal at room temperature in comparison 
to exchange-coupled iron in ferrimagnetic crystal lattice, the 
integration of the EPR absorption signal provides the meas-
urement of the quantity of iron in the form of superparamag-
netic particles (SP iron) remaining in the solution and thus an 
indirect determination of what is lost over time due to degra-
dation of nanocrystals.[24] We observe an exponential decay 
of SP iron for citrate-coated IONPs, and a slower decay for 
dextran-coated IONPs (Figure 2B). Importantly, we observed 
no degradation in the absence of citrate at pH 4.7 or in the 
presence of citrate at pH 6.8 (data not shown).
To measure the efficacy of IONPs as MRI contrast agents 
and characterize their NMR magnetic properties over time, 
the longitudinal and transverse relaxation rates, R1 and R2, 
were measured at Larmor frequencies close to those used 
in clinical scanners—20 MHz and 60 MHz—respectively 
corresponding to 0.5 T and 1.5 T magnetic fields. A deeper 
investigation was provided by Nuclear Magnetic Reso-
nance Dispersion (NMRD) profile, which represents the 
longitudinal nuclear relaxation rate R1 as a function of the 
proton Larmor frequency on a large range of Larmor fre-
quencies. NMRD measurement constitutes a valuable tool 
to characterize the magnetic properties of IONPs and their 
interactions with their local environment.[25] As shown in 
Figure 2C–F, at any fixed proton Larmor frequency, R1 and 
R2 decreased with time in acidic medium due to the loss of 
iron belonging to “efficient” particles that are able to boost 
proton relaxation. Indeed the relaxation of free iron ions is 
almost negligible when compared to the relaxation induced 
by the same amount of iron structured in IONPs. When R1 
was normalized to its value at 0.015 MHz (Figure 2D), we 
observed that the high field inflection point of the NMRD 
profiles slightly shifted toward higher Larmor frequencies. 
This shift can be theoretically explained by a slight decrease 
of the minimal distance of approach of protons to the par-
ticles, reflecting the erosion of remaining particles.[25] It is 
important to note that the colloidal stability of citrate-
coated IONPs was maintained all over their degradation in 
acidic medium. Indeed the size distribution deduced from 
DLS experiments was almost unmodified over days in acidic 
medium (Figure 3B). In contrast, the time-averaged inten-
sity scattered at 173° (Figure 3C) progressively decreased 
in agreement with a diminution of the number of particles 
at constant NPs’ size. SAXS experiment was used to char-
acterize both the form factor of IONPs and their colloidal 
state as a function of time. The evolution of SAXS patterns 
confirmed the DLS results (Figure 3D). All the curves 
obtained during the first 25 d could be well fitted with a 
sphere form factor with radius R = 2.3 nm and log. normal 
polydispersity 0.5 ≤ PD ≤ 0.6, without detectable aggrega-
tion in the available q range (Figure S1, Supporting Infor-
mation). After 1 year no IONPs could be detected. The 
main effect of NP aging in acidic medium is a decrease of 
the scattered intensity at low and intermediate q ranges that 
should be related to IONPs dissolution. If we assume that 
IONPs keep their size and composition (i.e., R = 2.3 nm and 
molecular weight = 150 356 g mol−1) during the degradation 
process, the time evolution of IONP concentration can be 
deduced from the relative intensity extrapolated to q → 0, 
revealing a first-order kinetic with a characteristic time of 
7.7 d, consistent with EPR and NMR relaxation results 
(Figure 3E).
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Figure 1. Description of IONPs used in the study. TEM images of citrate-coated IONPs (these IONPs were also coated with dextran) and IONPs coated 
with a derivative of glucose (P904) and corresponding TEM size distribution with a mean diameter of (6.6 ± 1.6 nm), (6.4 ± 1.5 nm), respectively. 
High-resolution images of IONPs and P904 and FFT of selected particles show monocrystalline inverse spinel structure oriented along the [112], 
[112], [001] zone axes, respectively.
full papers
www.MaterialsViews.com
4 www.small-journal.com © 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
2.2. Signatures of Apoferritin and Metal-Filled Ferritin in 
Acidic Environment
Prior to the analysis of particles interactions with ApoF in 
acidic environment, we characterized the distinct behavior 
of ApoF and HoloF proteins in different environmental 
media. The SAXS curves of the commercial horse spleen 
protein stock solutions in water (pH 6.8) are plotted 
in Figure 4A. The SAXS pattern of ApoF shows a pla-
teau for q ≤ 0.02 Å−1 and two well-defined oscillations, at 
q = 8.7 × 10−2 and 1.50 × 10−1 Å−1. This curve fits the form 
factor of monodisperse vesicles with Rcore = 3.2 nm and a 
shell thickness ts = 3.0 nm, in line with the cage structure 
of ApoF. In contrast, the SAXS pattern of the HoloF stock 
solution presents a power-law decay for q ≤ 0.03 Å−1 and 
slight oscillation at q = 1.65.10−1 Å−1. The form factor of 
full spheres with a radius of 3.3 nm and a log-normal poly-
dispersity PD = 0.20 fits the curve for q > 0.3 Å−1, which is 
consistent with filled protein cages. However, the power-law 
decay (I α q−0.85 for q ≤ 0.03) indicates the contribution of 
proteins’ aggregates to the scattering.
To clarify the aggregation state, the ratio I(q)/P(q) was 
plotted in Figure S2 (Supporting Information), where P(q) is 
the form factor of the individual HoloF. The obtained low-q 
data could be fitted by the Guinier expression and enable to 
estimate, neglecting the Virial effects between aggregates, the 
aggregation number (NAgg. ≈ 5) and the radius of gyration 
(RG = 15 nm) of the aggregates. This domain is followed by 
q−0.75 decay toward unity, suggesting that these small clusters 
have an elongated structure.
Importantly, the dispersion of ApoF and HoloF in the 
citrate buffer at pH 4.7 led to protein aggregation and to 
phase separation. As shown in Figure 4B, ApoF form large 
ramified aggregates characterized by a fractal dimension 
Df ≈ 1.4 according to the power-law decay of I(q) observed 
for q ≤ 0.03 A−1. At higher q values, the scattering pattern 
is well fitted by the form factor of ApoF. Although HoloF 
proteins were already aggregated in the stock solution, the 
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Figure 2. The evolution of magnetic properties of IONPs reveals their degradation in acidic medium. A) EPR signal as a function of time for 
citrate-coated IONPs. B) Integrated EPR signal measures the concentration of superparamagnetic iron in suspension. It decreases over time in 
acidic medium, faster for citrate-coated than for dextran-coated IONPs. C) NMRD profile of citrate-coated IONPs (1 × 10−3 m iron concentration) at 
different time points in acidic medium. Note the incremental decrease of longitudinal relaxation rate R1, regardless of the proton Larmor frequency. 
D) Normalized NMRD profile R1/R1(0.015 MHz) shows that the maximum of relaxation rate shifts toward higher frequency over time. E,F) Time 
evolution of the longitudinal and transverse relaxation rates of citrate-coated IONPs at proton Larmor frequencies of 20 and 60 MHz—corresponding 
to clinical MRI magnetic field of 0.5 and 1.5 T.
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structure of aggregates was modified upon dispersion in 
acidic citrate buffer reaching a higher fractal dimension sim-
ilar to the one of ApoF clusters. The low q part of the curve 
is still well fitted by the sphere form factor with R = 3.3 nm 
and PD = 0.2.
Apart from different colloidal behav-
iors, ApoF can be distinguished from iron-
filled HoloF by its UV–visible spectral 
signature. In comparison to ApoF spec-
trum, HoloF spectrum displays a shoulder 
band at 280 nm, which is due to the stored 
metal[26,27] and an intensity increase of 
the band at 220 nm (Figure 4C). HRTEM 
observations of commercial HoloF 
evidenced a size distribution with a mean 
diameter of 5.8 ± 0.8 nm, mostly composed 
of hematite nanocrystals (Figure 3D).
Because the used IONPs are made 
of maghemite (γFe203) and only com-
prise trivalent iron III, we first inves-
tigated if free iron III ions in solution 
could be transferred from salts to the 
protein core in acidic condition. The use 
of ApoF as nanoreactor was reported in 
ad-hoc conditions for NP synthesis,[28] 
but never in an acidic citrate medium. 
Moreover the transfer of iron ions to 
ApoF has been mostly described for diva-
lent iron II and acidic media have been 
recognized as highly unfavorable for the 
ferritin binding of divalent metals except 
for Fe2+ and Cu2+ which remained unaf-
fected by pH alteration.[29] Herein iron 
III salts were incubated with ApoF in 
acidic citrate medium for one day and 
subsequently dialyzed. UV–visible spec-
trum shows an intensity increase of the 
band at 220 nm, an evolution of the band 
at 280 nm and a charge-transfer band at 
450 nm indicating a metal-protein bond 
(Figure 5A). These signals show a clear 
evolution toward the absorbance signal of 
commercial HoloF suggesting a filling of 
ApoF with iron. To confirm this result, the 
metal salt/ApoF mixtures were analyzed 
by HRTEM after an incubation time of 
two months (Figure 5B–F). For the iron 
salt-ApoF sample, transmission electron 
microscopy (TEM) images show the pres-
ence of crystalline NPs with a diameter 
of 3.5 ± 0.9 nm (60% of the commercial 
HoloF size, Figure 5D), indicating a par-
tial filling of the protein core. The struc-
ture of these nanocrystals was determined 
by analyzing the inter-reticular-distance 
(dhkl) distribution measured on many 
HRTEM images. As seen in figure 5C, 
some dhkl exclusively correspond to the 
inverse spinel structure of iron oxide dem-
onstrating that magnetite or maghemite 
nanocrystals formed inside protein shells. Nevertheless, due 
to the overlap of dhkl between inverse spinel and hematite 
structures, hematite might have also grown inside the ferritin. 
Ferrihydrite, one of the phase frequently found in ferritin 
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Figure 3. A) Representative TEM images of citrate-coated IONPs at different time points in 
acidic citrate buffer. B) Distribution of hydrodynamic sizes and C) derived count rate in light 
scattering experiments showing the growing scarcity of IONPs, while hydrodynamic size is 
only slightly decreased. D) SAXS curves of citrate-coated IONPs measured at different times 
after dispersion in the acidic citrate buffer ([Fe] = 10 × 10−3 m). E) Time evolution of the SAXS 
normalized intensity[I(q = 0)]t/[I(q = 0)]t = 0. The red line corresponds to the best adjustment 
of single exponential with a characteristic decay time of 7.7 days.
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core,[7c,d] was not identified probably due to its poorly crys-
talized structure and sensitivity to the electron beam.[30] 
The nanostructures were analyzed by EDX in the STEM-
HAADF mode, to check the colocalization of iron and of 
sulfur coming from the protein (Figure 5F). All these results 
confirm the uptake of iron III ions by ApoF and the minerali-
zation of different iron oxides in the protein core.
2.3. Interactions of IONPs with Apoferritin: Aggregation State, 
NP Degradation, and Metal Transfer
Previous studies showing the presence of ferritins nearby NPs 
in organ slices suggest a potential transfer of iron relocating 
from NPs to ferritins.[3b,4e] We thus analyzed the evolution 
of ApoF interacting with IONPs in acidic citrate medium. 
During the 2 d of incubation at 37 °C, the absorbance signal 
of ApoF evolved to that of the commercial HoloF, showing 
an incremental filling of ApoF with metals transferred from 
NPs (Figure 6A). The growth of the absorbance at 280 nm 
is summarized in Figure 6B for IONPs with different coat-
ings (citrate, dextran, and hydrophilic derivative of glucose 
(P904)), indicating a partial and progressive filling of the pro-
tein, depending on the NPs. Consistently with the kinetics of 
degradation of IONPs (Figure 2B), the transfer of iron from 
citrate-coated NPs is faster than the one from dextran-coated 
NPs.
While ApoF is capable of recycling the byproducts of 
IONPs, it is unclear if it can catalyze per se the degradation of 
IONPs. Due to its intrinsic capacity to sequester iron, ApoF 
could shift the equilibrium in the direction of NP dissolution. 
Therefore we analyzed the degradation of NPs in acidic cit-
rate medium in the presence of different ratios of ApoF with 
respect to the total iron concentration, ζ = 1, 2 or 4. For ζ = 1, 
small 2016, 
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Figure 4. A) SAXS curves of Apoferritin and Holoferritin stock solution in water. The best fit corresponds to the form factor of plain spheres with 
radius R = 3.3 nm and log-normal polydispersity PD = 0.2 for HoloF (dashed orange line) and the form factor of monodisperse spherical vesicles with 
Rcore = 3.2 nm and shell thickness ts = 3.0 nm for ApoF (continuous red line). At low q, the power law as q
−1 for HoloF indicates linear aggregates 
of proteins. B) SAXS curves obtained 1 h after dispersion of ApoF and HoloF in acidic citrate buffer. The lines correspond to the sphere form factor 
with R = 3.3 nm and PD = 0.2 (dashed blue line) and to the vesicle form factor with Rcore = 3.2 nm and shell thickness ts = 3.0 nm (continuous black 
line). The q−1.4 power-law decay at small q indicates the formation of loose fractal aggregates. C) UV–vis absorbance spectrum of ApoF and HoloF, 
showing the growth of an absorbance shoulder at 280 nm for iron-filled HoloF in comparison to iron-free ApoF. D) From left to right, HRTEM image 
of an HoloF nanocrystal, FFT of the HRTEM image showing the [001] zone axis of the hematite structure, simulated diffraction of hematite structure 
along the same zone axis. TEM image of HoloF and corresponding crystal size distribution (mean diameter 5.8 ± 0.8 nm).
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the number of iron atoms available in particles is equal to 
the maximal number of iron that can be stored in ApoF (i.e., 
4500 iron atoms per ApoF protein). For ζ = 2 (ζ = 4), we have 
two (respectively, four) proteins for 4500 available metal 
atoms. Surprisingly, the kinetics of NP degradation, evalu-
ated by EPR (Figure 7A), was slowed down by the presence 
of ApoF, regardless of particle coating (citrate or dextran). 
The larger the excess of proteins, the longer the character-
istic time of NP degradation. The NMR relaxation measure-
ments corroborate this finding with a slower diminution of 
the longitudinal relaxation rate R1 in the presence of ApoF 
(Figure 7C). Importantly, by fitting the NMRD profiles using 
EPR determination of superparamagnetic iron concentration, 
one can deduce the minimal distance of approach between 
the citrate-coated IONPs and water protons in the sample. 
While this distance slightly decreases in the absence of ApoF 
(ζ = 0) indicating the degradation of IONPs, it increases with 
the excess of ApoF during the first days in acidic medium and 
then decreases again (Figure 7B). Consistently, the transverse 
relaxation rate R2 shows similar variations over time. These 
results can be explained by the transient aggregation of NPs 
with proteins or by the formation of a protein corona around 
the NPs, both processes being susceptible to delay IONP dis-
solution. This aggregation is nevertheless followed by the 
small 2016,  
DOI: 10.1002/smll.201602030
Figure 5. Signature of apoferritin filling with iron from metal salt, FeNTA. A) UV–vis spectrum of ApoF incubated with FeNTA for 22 h in acidic 
medium in comparison to ApoF alone and HoloF. Note the growth of the absorbance shoulder at 280 nm indicating the filling of the protein cage. 
B) HRTEM of ApoF incubated with FeNTA shows a crystalline structure with a diffraction spectrum displaying two systems of lattice fringes with 
lattice spacing of 0.22 and 0.29 nm characteristic of the inverse spinel structure of magnetite or maghemite (planes (113) and (440), zone axis 
[112]). C) Histogram of inter-reticular distance observed in ferritin nanocrystals, demonstrating the presence of the inverse spinel structure and 
possibly the presence of the hematite structures. D) Distribution of crystal sizes (mean diameter 3.5 ± 0.9 nm) suggesting a partial filling of the 
protein cage, in line with UV–Vis spectrum. E) HRTEM and STEM-HAADF images of a ferritin particle aggregate and F) EDX analysis of the red area 
depicted in (F), indicated characteristic lines of iron and sulfur.
Figure 6. Follow-up of iron transfer from NPs to apoferritin proteins. In all experiments, the ApoF/NPs ratio is ζ = 1. A) UV–vis spectra of ApoF 
incubated with citrate-coated IONPs in acidic medium for different times in comparison to ApoF and HoloF. The growth of absorbance shoulder at 
280 nm indicates metal filling of the protein. B) Kinetic of metal transfer in proteins measured by the evolution of the 280 nm absorbance of ApoF 
incubated with IONPs with different coating (citrate, dextran, and hydrophilic derivative of glucose (P904)). Note the partial filling of proteins in 
comparison to HoloF.
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delayed degradation of NPs, which tends to diminish the min-
imal distance of approach of water protons.
To deeper investigate the interactions of NPs with pro-
teins and characterize the colloidal dynamics of the mixture 
for different protein ratios, SAXS experiments were carried 
out. Ten minutes after mixing, all protein-NPs samples were 
homogenous but their SAXS spectrum differed from that of 
IONPs alone (ζ = 0) by the presence of “extra scattering” at 
low and high q range. At low q range, the power law decay, 
I α q−1.6, indicates the presence of aggregates of IONPs 
with proteins and the high q range reflects the contribution 
of ApoF form factor, notably at ζ = 4 when the form factor 
oscillations are visible.
As the dispersion of IONPs with ApoF led to phase sepa-
ration in the studied range of protein ratio, we characterized 
the supernatant at different aging times after mixing. The 
SAXS curves corresponding to supernatant at ζ = 1 and 4 
for the different stages of the degradation process are shown 
in Figure 8B,C. In the protein-free acidic medium (ζ = 0), the 
intensity scattered at q = 0.02 Å−1 decays exponentially due to 
the degradation of IONPs. On the contrary, the scattered inten-
sity shows a nonmonotonous evolution in the presence of ApoF 
(Figure 7A). Actually, a three-stage kinetics appears for ζ ≥ 1.
The first stage takes place during the first two days and 
corresponds to a decrease of the normalized intensities until 
a minimum due to the destabilization of ApoF/IONPs mix-
ture. A complete phase separation rapidly occurs at ζ = 1, 
segregating particles and proteins in the dense phase and 
a highly diluted solution of aggregated ApoF in the super-
natant. When enhancing the protein ratio ζ from 1 to 4, the 
destabilization is less marked and slower.
The evolution of the supernatant SAXS pattern at ζ = 4 
indicates that more and more IONPs are associated and sta-
bilized by ApoF in the supernatant.
The second step, characterized by an increase of the scat-
tering intensity in the supernatant, reveals a redispersion 
process of both proteins and NPs from the dense phase to the 
supernatant. This redispersion can reflect a partial degrada-
tion of IONPs in the dense phase. As NP degradation occurs, 
the number of NPs and the total area at NPs’ interfaces 
decrease. As a consequence the apparent protein number 
per particle increases leading to a spontaneous restabiliza-
tion of NPs/protein complexes. Consistently, this redispersion 
sets on faster when increasing the protein ratio, confirming 
the crucial role of ApoF protein corona in the restabilization 
process.
In the final step, the suspension becomes homogeneous 
and the scattering intensity decreases again due to IONPs 
degradation.
Overall, we can conclude that the formation of NPs/pro-
tein aggregates and of ApoF corona around NPs initially 
restricts the access of the citrate to the NPs surface and slows 
down the kinetics of NPs degradation. The effective transfer 
of metal ions into ApoF cavity did not accelerate NP degra-
dation in acidic citrate medium, which rather results from the 
interplay between colloidal stability governed by NP/protein 
interactions and access of iron chelators to the NP surface. 
This statement was definitely established by complementary 
experiment in which NPs and ApoF were separated by a dial-
ysis membrane permeable to small molecules such as citrate, 
iron ions or citrate-iron complexes (Figure 9A). Indeed when 
close interactions between NPs and ApoF were abolished, 
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Figure 7. Degradation kinetics of citrate-coated IONPs in the presence of different ratios ζ of ApoF in acidic medium. A) Time evolution of the 
superparamagnetic iron derived from EPR measurements. The higher the ratio of ApoF, the slower the kinetics of NP degradation. B) Minimal 
distance of approach between IONPs and water protons deduced from NMRD profiles. This distance continuously diminishes in the absence of 
ApoF, but increases first and then diminishes in the presence of ApoF. The transient distance increase is due to protein–particle aggregation, while 
its diminution results from IONPs degradation. Time evolution of the C) longitudinal and D) transverse relaxation rates at 20 MHz for different 
ratios ζ of ApoF. The diminution of R1 results from the interplay of IONPs degradation and protein-induced aggregation. R2 first increases due to 
aggregation and then diminishes due to degradation.
www.MaterialsViews.com
9© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.small-journal.com
we observed similar degradation kinetics in the presence and 
absence of ApoF, confirming the importance of protein/NP 
contact in the regulation of degradation.
The question remained whether and to what extent ApoF 
could eventually favor the degradation of IONPs by direct 
chelation of iron on the surface of the particles, competing 
with citrate or other chelating agents. We thus performed deg-
radation experiments in citrate-free acetate buffer (acetate 
40 × 10−3 m, pH 4.7) in which IONPs remained quasi-intact 
for long period of time in the absence of ApoF. As shown in 
Figure 9B, IONPs started to degrade in the presence of ApoF 
(ζ = 1), with a faster kinetics for the citrate-coated IONPs in 
comparison to dextran-coated NPs (Figure 9B). This is con-
sistent with a direct role of ApoF protein in the complexation 
of iron coming from particles. The access of ApoF to iron at 
the surface of particles is less easy in case of dextran coating, 
known to be an antifouling coating, compared to citrate-
coating. We thus conclude that ApoF per se has the ability 
to induce IONP degradation and directly accommodate their 
residues. Figure 9C shows the different degradation kinetics 
for citrate-coated NPs in acetate buffer or citrate buffer. As 
described previously, the degradation of IONPs in citrate 
buffer is slowed down in the presence of ApoF due to the 
formation of an ApoF corona around the NPs. This ApoF 
shield restricts the access of citrate to the NPs and thus slow 
down the degradation of the NPs. In the citrate buffer there 
are two degradation mechanisms: the dissolution of the NPs 
by the citrate ligand (fast) and the erosion of the NPs by the 
ApoF (slow). When an excess of ApoF is added to the NPs 
(ζ = 4) in the citrate buffer the evolution of the superpara-
magnetic iron concentration tend to the evolution in the ace-
tate buffer meaning a progressive and almost total covering 
of ApoF around the IONPs (Figure 9C). Thus the ApoF pro-
tects the IONPs from the citrate ligand and the degradation 
of the NPs is governed by the sole effect of ApoF proteins.
2.4. Significance for In Vivo Remediation of IONPs
In previous studies, high-resolution observations of organs 
excised from treated animals provided information on the 
ultrastructure of lysosomes in macrophages located within 
different tissues (spleen, liver,[4a,c,11b] or inflammatory sites 
such as adipose tissue[31] or atherosclerotic plaques[11a]) and 
pointed out the ubiquitous presence of HoloF nearby or 
within IONP-rich zones. In addition, the local lysosomal deg-
radation of IONPs has been empirically demonstrated[3b,4b] 
and the transfer of 59Fe from IONPs to the hemoglobin of 
rats[5a] and mice[5b] was established. Here we first showed 
that ApoF could accommodate in its cavity relevant quanti-
ties of iron III after incubation with metal salts at the acidic, 
lysosome-like pH, but also iron ions released from IONPs in 
the course of their degradation in the acidic citrate medium. 
ApoF has been proposed as bioreactor for the encapsulation 
of various metallic compounds and drugs by disassembly/
reassembly of the protein shell under specific conditions. 
However its capacity to store iron III ions released from NPs 
under physiologically relevant conditions was never investi-
gated. Our finding suggests the capacity of ferritin to store 
iron ions released by IONPs in lysosomes and consequently 
avoid harmful reactions related to free metal ions, providing 
protection against oxidative stress.
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Figure 8. A) Time evolution of the SAXS intensity measured at q = 
0.02 Å−1 and normalized to the intensity at t = 0 for the supernatant 
of citrate-coated IONPs in the presence of different protein ratio ζ of 
ApoF as indicated in the inset. The red line corresponds to the best 
adjustment of single exponential with characteristic degradation time 
of 7.7 d. The other lines are guides for the eye. SAXS curves of ApoF/
IONPs mixtures (supernatant) at different time points in acidic citrate 
medium and different protein ratios ζ = B) 1 and C) 4. The continuous 
lines correspond to the SAXS pattern of ApoF (black curve), HoloF (violet 
curve), and IONPs diluted in the citrate buffer 1 h after dispersion.
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The role of metal chelating agents as intermediates for 
metal transfer and recycling in ferritin requires further inves-
tigation into more realistic and more complete lysosomal 
media. Particularly ferritins can be degraded by proteases 
in lysosomes and partially lose their ferroxidase activity. 
Note the ferroxidase activity of ferritin, provided by ferritin 
H subunit, is not mandatory for the recycling and nuclea-
tion of iron ions coming from maghemite NPs which com-
prise iron in its already oxidized state. This point has been 
confirmed recently in a tissue model consisting of stem cell 
spheroid labeled with maghemite NPs.[3b] IONPs were shown 
to degrade into endolysosomal compartments of stem cells, 
while ferritin L gene expression responsible for iron binding 
and nucleation was overexpressed, but not ferritin H. Never-
theless, we observed that, in the absence of more potent iron 
chelating agent, ApoF per se could trigger the degradation of 
IONPs and accommodate iron III ions. In the presence of cit-
rate ions, which by itself induce the degradation of particles 
in acidic conditions, the dissolution of IONPs was delayed 
and not accelerated by the presence of ApoF. The unexpected 
delay in IONPs degradation, observed after increasing the 
ratio of apoferritin in the acidic medium, can be explained by 
a complex and dynamic colloidal behavior within the mixture 
as shown by SAXS investigations. When mixed with ApoF at 
increasing ratios, IONPs are destabilized and assemble with 
proteins to form loose aggregates. Although IONPs dissolu-
tion is delayed by aggregation owing to restricted access of 
ApoF and citrate ions to the NP surface, the aggregates tend 
to dissociate at longer times which eventually results in the 
dissolution of IONPs and the transfer of iron into the protein 
cage. This dynamic evolution of the NP/protein complexes is 
confirmed by NMR relaxation measurements, which revealed 
both the rarefaction of magnetically efficient NPs (overall 
diminution of relaxation rates) and the nonmonotonous 
variation of the proton accessibility to the magnetic cores, 
restricted by the shield of aggregated proteins. Remarkably, 
the different nanostructurations of ferritin proteins were also 
observed in tissue samples, particularly within lysosomes.[4a,c] 
For example, HoloF are frequently assembled in large 
separated structures or are present as loose aggregates 
surrounding the NPs. In view of the present results, the bio-
genesis, recruitment and spatial distribution of ferritin pro-
teins around administered NPs could be a step in the cell’s 
strategy to modulate IONPs degradation and iron transfer, 
and regulate the availability of free and reactive metal ions 
in lysosomes.
3. Conclusion
In conclusion, this study relied on different complementary 
methods to monitor the degradation of metal oxide NPs, 
the loss of their magnetic and functionally relevant proper-
ties, their morphological change, and aggregation status in 
the presence of ferritin proteins. Our results demonstrate, at 
the nanoscale, the transfer of iron from IONPs to endoge-
neous ferritin proteins in the acidic conditions of lysosomes 
and highlight the role of ferritin in the remediation of 
Figure 9. A) Comparison of the degradation kinetics of citrate-coated IONPs in acidic citrate medium in cases NPs and ApoF are mixed with ζ = 1 in 
a single compartment or are separated by a dialysis membrane in two compartments as illustrated in the scheme. ApoF delays the degradation of 
IONPs only if contact with NPs is granted. B) Degradation of citrate-coated and dextran-coated IONPs in acidic acetate medium (ζ = 1) showing that 
ApoF by itself is able to trigger the dissolution of citrate-coated NPs and to a lesser extent of dextran-coated NPs. C) Comparison of the degradation 
of citrate-coated IONPs in acidic citrate and acetate medium for ζ = 1 and 4.
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NP-released metal ions. The relative spatial structuration of 
NPs with ferritins is shown to have a crucial effect on their 
degradation and recycling processes.
4. Experimental Section
Nanoparticles: All NPs used in this study were synthesized 
by coprecipitation method according to Massart’s procedure.[32] 
IONPs consisted of a magnetic (magnetite) core obtained by copre-
cipitation of ferrous and ferric ions and fully oxidized to maghemite 
(γFe203). IONPs were covered with citrate (citrate-coated IONPs), 
carboxymethyldextran (dextran-coated IONPs), or a hydrophilic 
aminoalcohol derivative of glucose grafted by phosphonate groups 
on the surface of NPs (P904, developed by Guerbet SA for MRI 
imaging of inflammation process).[31] The suspensions were stable 
in water in a pH range of 3–8 owing to electrostatic stabilization 
(negatively charged citrate-coating) or both steric and electrostatic 
repulsions (dextran and derivative of glucose).[33] The size distri-
butions of the NPs were determined by TEM. The hydrodynamic 
diameter was determined by DLS in water and was in the range of 
20–40 nm. Detailed NPs specifications are reported in Figure 1.
TEM: HRTEM imaging and EDX spectroscopy were performed 
on a JEOL ARM 200 F microscope, equipped with a CEOS aberra-
tion corrector, a cold field emission gun and a JEOL EDX diode, 
operated at 200 kV.[34]
Lysosome-Like Buffer: The medium used to mimic the acidic 
environment of the lysosomes, as described by Arbab et al.[18b] 
consisted of 20 × 10−3 m citric acid at pH 4.7. The acidic citrate 
buffer was prepared by mixing 10 × 10−3 m of citric acid (C6H807 
Fluka, >99,5%) and 10 × 10−3 m of sodium citrate tribasic 
(C6H5Na3O7. 2H2O, Fluka >99%) in 250 mL of purified water.
Metal Transfer to ApoF: Filling of ApoF with Metal Complexes 
Salts: A 0.05 × 10−3 m solution of ApoF (apoferritin from equine 
spleen, Sigma) was incubated at 37 °C for 1 d with an excess of 
iron(III) nitrilotriacetate complex (FeNTA, 5 × 10−3 m) in the acidic 
citrate buffer and the mixture was dialyzed (Dialysis membrane 
50 kD, Spectrum Labs) to remove the excess of iron salt.
Filling ApoF with IONPs: The IONPs were incubated with ApoF 
in the acidic citrate buffer for different times, the final concentra-
tions being 0.12 × 10−3 m of NPs and 0.5 × 10−6 m of ApoF.
UV–Visible Spectroscopy: Absorption measurements were per-
formed at (37 ± 0.5) °C on a Cary 4000 UV/Vis/NIR spectropho-
tometer equipped with a thermostated cell carrier. The signal of 
nondegraded NPs was subtracted to remove the diffusion signal 
related to NPs.
In Vitro NP Degradation Procedure: NPs were incubated at 
37 °C in the dark with and without ApoF in the acidic citrate 
or acetate buffer at 20 × 10−3 and 40 × 10−3 m respectively with 
a final iron concentration of 10 × 10−3 m. ApoF was used at dif-
ferent ratios, ζ = 0, 1, 2, or 4. Each ApoF could accommodate up to 
4500 iron atoms. For ζ = 1, there were 4500 atoms of iron available 
for one apoF (10 × 10−3 m iron, 2.2 × 10−6 m ApoF) and for ζ = 4, 
4500 atoms of iron for four apoF (10 × 10−3 m iron, 8.8 × 10−6 m 
ApoF). Amicon filters 10K were used for the experiment where the 
NPs were separated from the ApoF (two compartments). In the 
first compartment, the NPs (iron concentration = 10 × 10−3 m) 
were incubated in the citrate buffer at 20 × 10−3 m and the second 
compartment contained the citrate buffer at 20 × 10−3 m without or 
with apoF (ζ = 1). The suspensions were characterized by physical 
methods described below.
NMRD: The frequency dependence of the longitudinal 1H 
relaxation rate, R1 = 1/T1, was recorded in the suspension over the 
frequency range of 0.015–40 MHz using a Spinmaster FFC-2000 fast-
field cycling NMR relaxometer (Stelar SRL, Mede, Italy). The temper-
ature of the samples was maintained at 37 °C using a thermostated 
airflow system. All of the 1H magnetization recovery curves were 
monoexponential within experimental error, and the random errors 
in fitting T1 were always less than 2%. R1 and R2 (= 1/T2) were also 
measured using the inversion recovery and CPMG pulse sequence 
with an interecho time of 1 ms, respectively, on a 20 MHz and on 
a 60 MHz Bruker Minispec. All measurements were performed in 
samples with iron concentration of 1 × 10−3 m, prepared by aqueous 
extemporaneous 10-times dilutions of the suspensions in acidic 
citrate medium taken at different incubation times.
EPR: EPR was performed with an E500 EPR spectrometer oper-
ating at X band frequencies (9.5 GHz). The first derivative of the 
absorption dW(B)/dB was recorded as a function of the applied 
field B in the range 0–10 kGauss with a microwave power of 1 mW. 
The signal was collected for small volumes (2 µL) of IONP suspen-
sions, at iron concentration of 10 × 10−3 m, inserted in capillary 
Wiretrol II 1–5 µL (VWR, France). The area of the EPR absorp-
tion curve, calculated by a double integration of the spectrum 
dW(B)/dB, was proportional to the amount of superparamagnetic 
IONPs in the sample. An absolute calibration was performed using 
suspensions of initial IONPs at different iron concentrations, quan-
tified by ICP-MS. It was checked that paramagnetic iron species 
that could be released in the acidic medium were not contributing 
to the EPR signal at room temperature.
DLS: DLS measurements were carried out at 25 °C on a Zeta 
Sizer Nano ZS (Malvern Instruments) equipped with a 5.0 mW 
He-Ne laser operating at 632.8 nm and an Avalanche photodiode 
detector. The time-averaged intensity of scattered light at 173° 
(derived count rate) was used to quantify the number of scattering 
NPs in course of their degradation. It was also verified that for the 
native nondegraded NPs, the time-averaged intensity of scattered 
light was proportional to the iron concentration. The dispersions 
were never filtered before measurements.
SAXS: SAXS experiments were performed at 25 °C with sam-
ples ([Fe] = 0 or 10 × 10−3 m, [ApoF] = 0, 2.2 × 10−6, 4.4 × 10−6, or 
8.8 × 10−6 m in acidic citrate medium; or [ApoF] = 8.8 × 10−6 m or 
[HoloF] = 8.8 × 10−6 m in water) placed in sealed quartz capillaries 
on two synchrotron beamlines:
- SWING beamline (SOLEIL synchrotron at Saint-Aubin, France) 
with a configuration D = 2.1 m and λ = 1 Å to get a q-range 
from 4.8 × 10−3 to 0.52 Å−1.
- BL11-NCD beamline (ALBA synchrotron at Barcelona, Spain) 
with the following configuration: D = 6.1 m and λ = 1 Å to get a 
q-range from 4.8 × 10−3 to 0.21 Å−1.
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3. Prise en charge de métaux issus de nanoparticules 
de la ferritine dans la dégradation des NPOFs et la prise en charge du fer issu de ces dernières. Ce 
transfert témoigne de la capacité des ferritines à stocker le fer sous forme redox non active, diminuant 
ainsi la potentielle toxicité des NPOFs, cependant celui- in 
vivo. En outre, ces résultats soulèvent la question du rôle de la ferritine dans la détoxification des métaux 
dans le cas de nanoparticules autres que les NPOFs. En effet, une grande variété de nanoparticules 
core le zinc est utilisée en 
nanomédecine.37,38 Ainsi, une question essentielle est de savoir si seul le fer peut être incorporé dans la 
dernières dans les conditions physiologiques du lysosome. 
Dès les années 1970, la question du rôle de la ferritine dans la détoxification de métaux est déjà 
abordée. De nombreuses études ont mis en évidence la capacité des ferritines à stocker différents métaux 
divalent 39,40 Lindenschmidt et al. montrent 
des ferritines du foie.41 En 1995, Pead et al. réalisent une étude complète du remplissage de ferritines et 
-ferritines, en solution, à partir de sels métalliques de Cd2+, Zn2+, Cu2+, Ni2+, Co2+, Mn2+ et Mg2+.27 
Cette étude montre que le remplissage des ferritines dépend de plusieurs paramètres tel
des protéines avec les métaux, le pH de la solution et le taux de remplissage des ferritines.  
Plus récemment, la ferritine est devenue, grâce à ses propriétés de stockage remarquables, un 
véritable nanobioréacteur pour la synthèse de nanoparticules. Une fois complexés avec les ferritines, les 
métaux sont dirigés vers le centre ferroxidase où ils peuvent être oxydés puis acheminés vers le centre 
 ferritine 
monodisperses, de composition variée et dans des conditions douces.28,30  
Toutes ces études ont mis en évidence les capacités de stockage de sels métalliques de la ferritine, 
aussi bien en solution que in vivo
détoxification de métaux issus de nanoparticules, et en particulier du cobalt, dans des conditions 
lysosomales. A la suite de ces études préliminaires, nous avons sélectionné le cobalt, a priori non 
naturellement présent dans les ferritines endogènes, comme traceur du transfert de métaux vers les 
ferritines in vivo.  
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3.1 Description du système étudié : les ferrites de cobalt 
Dans le cadre de la nanomédecine, les performances des NPOFs dépendent de leurs propriétés 
magnétiques. Celles-ci peuvent être contrôlées en modifiant leur taille, leur forme ou leur 
revêtement.42,43 Une autre stratégie consiste à modifier la composition chimique des NPOFs en les 
, ce qui permet également de moduler leurs propriétés magnétiques. En 
particulier dans le cas de la magnétite Fe3O4 (FeFe2O4
divalent (M) tel que le zinc, le cobalt, le manganèse ou le nickel, formant ainsi les nanoparticules ferrites 
MFe2O4. Qing Song et al. s nanoparticules de ferrites de 
cobalt CoFe2O4, améliorait considérablement les propriétés magnétiques comparativement à celle de la 
magnétite.44 
blocage a été observée. -
cristalline entre la magnétite et des ferrites de cobalt.45  
Grâce à leurs propriétés magnétiques, les ferrites de cobalt suscitent désormais un réel intérêt pour 
des applications biomédicales46 
montré de meilleures capacités de chauffage des nanoparticules dopée au cobalt par rapport à celles 
constituées uniquement de fer.45,47  
Pour une utilisation sûre des nanopa
in vitro ont 
montré que les nanoparticules de cobalt induisent une cytotoxicité accrue.48 50A titr
et al. 
50 
Plongées dans un milieu de culture cellulaire, les ferrites de cobalt se dissolvent, libérant ainsi des 
atomes de Fe3+ et Co2+ sous forme non particulaire.50,51 Or le cation Co2+ est considéré comme la forme 
la plus toxique du cobalt.50,51Au même titre que le Fe2+, le Co2+ peut catalyser la réaction de Fenton et 
52 
52  
sibles effets 
toxiques susmentionnés.  
Ces travaux de thèse ont consisté à évaluer si la ferritine pouvait stocker le cobalt issu de la 
dégradation de ferrite de cobalt dans le milieu modèle mimant les conditions lysosomales. Les 
phénomènes de transfert vers les ferritines ont ensuite été étudiés in vivo, après injection intraveineuse 
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de ferrites de cobalt, en considérant le cobalt comme élément de référence pour détecter ce transfert.  
ic Report.   
 
adoptée pour étudier ces phénomènes, puis je résumerais les questions que nous nous sommes posées à 
travers cette étude et les principaux résultats que nous avons obtenus.  
3.2 Méthodologie 
Suivi de la dégradation de NPs de ferrites de cobalt 
En premier lieu, la dégradation de nanoparticules de ferrites de cobalt a été évaluée dans le milieu 
magnéto-cristalline des nanoparticules de 
53,54 Ainsi, le suivi de la dégradation au cours du temps a été réalisé par la mesure du 
temps de relaxation protonique transversal, présentée dans la section 2.1, et d
la suspension.  
échantillon vibrant, VSM pour vibrating sample magnometer
magnétique extérieur uniform
obine permet 
 
Les propriétés structurelles des nanoparticules de ferrites de cobalt ont été caractérisées par DLS 
et MET.  
Remplissage en solution des ferritines 
Dans un premier temps, le remplissage des ferritines a été réalisé à partir de sels de cobalt et a été 
suivi en spectroscopie UV-visible et en microscopie électronique afin de caractériser les structures 
cristallines formées au sein des ferritines.  
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Le remplissage des ferritines par les métaux issus des nanoparticules de ferrites de cobalt a été 
suivi par spectroscopie UV-visible dans des conditions identiques à celles présentées dans la section 2.1. 
-visible ne permet pas de distinguer le fer du 
cobalt. Ainsi nous avons combiné cette méthode avec de la spectroscopie à rayons X à dispersion 
chimiques 
été réalisées par Yasir Javed et Damien Alloyeau du laborat  
Transfert in vivo.  
Les transferts de fer vers les ferritines ne peuvent pas être mis en évidence in vivo. En effet, le fer 
exogène issu de la dégradation des NPOFs ne peut être distingué du fer endogène présent initialement 
dans les ferritines. En revanche, les ferritines endogènes ne contiennent a priori pas de cobalt. Aussi, en 
considérant le cobalt comme métal de référence, il est possible de suivre les phénomènes de remplissage 
des ferritines in vivo.  
Les nanopa
propriétés structurelles au sein des différents organes a été suivie par MET. La présence de ferritine à 
proximité des nanoparticules a pu être mise en évidence en MET grâce à un anticorps anti-ferritine 
issus des nanoparticules a été réalisé par spectroscopie EDX couplée à la MET, comme présenté ci-
dessus.  
3.3 Synthèse des principaux résultats 
Dans cette section je résumerais les questions que nous nous sommes posées à travers cette étude 
et les principaux résultats que nous avons obtenus.  
Les ferrites de cobalt se dissolvent elles dans le milieu modèle ? 
Plongée dans le milieu mimant les conditions lysosomales, les nanoparticules de ferrites de cobalt 
se dissolvent au bout de quatre jours. La dissolution des nanoparticules est caractérisée par une 
diminution du temps de relaxation transversal de la suspension au bout 
le milieu modèle (Figure 3 (E), Scientific Report
cours du temps a également été observée, confirmant ainsi les résultats précédents (Figure 3 (D), 
Scientific Report). Le suivi des propriétés structurelles des nanoparticules a montré que leur taille 
demeure constante au cours de la dissolution avec une diminution du nombre de nanoparticules (Figure 
3 (A, B &C), Scientific Report). Ces observations sont caractéristiques du mécanisme « tout ou rien » 
observé précédemment dans le cas des NPOFs. La dissolution des nanoparticules de ferrites de cobalt 
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libère des atomes de fer et de cobalt sous forme non particulaire qui pourraient être pris en charge par 
les ferritines, comme cela a été démontré dans la section précédente pour le fer.  
-il être stocké dans la ferritine ? 
des atomes d
ne contiennent pas de cobalt.  
études ont montré un transfert 28,55,56 
3O4. Ces résultats ont été 
des températures supérieures 
à 50°C.55,56 
Or, Pead et al. 
solution.27 - -ferritine à pH 7,5 contre 
seulement 0,3 à pH 5,5. Dans un premier temps, nous avons donc évalué si un transfert de cobalt vers 
les ferritines pouvait avoir lieu dans nos conditions expérimentales de pH. Les résultats en spectroscopie 
UV- -ferritine à partir des sels de cobalt vingt-deux heures après 
le 
± 0,6 nm) au sein de la cavité 
de la protéine (Figure 4, Scientific Report). Le pH de la s
cristalline CoO différente de celle observée dans les études citées ci-dessus.56 Néanmoins, ces résultats 
montre -  
-il du cobalt issu de la dégradation des ferrites de cobalt ?  
-ferritine dans le milieu 
mimant les conditions lysosomales. On observe en spectroscopie UV- -
Scientific Report). Cependant 
cette méthode seule ne permet pas de distinguer le remplissage du fer de celui du cobalt. Ainsi, une 
apo- ± 0,4 nm), à 
coexistence de fer, de cobalt et de soufre avec un pourcentage relatif de 64,7%, 28,2% et 7,13%, 
respectivement (Figure 5 (B, C & D), Scientific Report -
-ferritine avec du fer et du cobalt issu des nanoparticules.  
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nt dans 
le milieu modèle, libérant des atomes de fer et de cobalt sous forme non particulaire, ceux-ci sont ensuite 
-ferritine. En ce sens, les ferrites de cobalt constituent un bon modèle pour mettre 
en évidence ces transferts in vivo 
au fer endogène.  
Le transfert de cobalt issu des ferrites de cobalt a- il lieu in vivo ?  
Les nanoparticules de ferrites de cobalt ont été injectées par voie intraveineuse chez la souris. 
ex vivo en MET montre que les nanoparticules se retrouvent confinées dans les 
lysosomes des macrophages hépatiques et spléniques. Les ferritines sont caractérisées in vivo 
différenciées des nanoparticules de ferrites de cobalt par la présence de soufre en analyse EDX. Ainsi, 
les ferritines ont été observées à proximité des nanoparticules de cobalt sous forme de particules 
individuelles ou de clusters (Figure 1, Scientific Report).  
Quarante-
 
remplissage des ferritines avec le cobalt issu des nanoparticules (Figure 2, Scientific Report).  
-
le fer, et en particulier le cobalt, issu de sels ou de la dégradation de ferrites de cobalt. En outre, en 
considérant le cobalt comme traceur des processus de transfert in vivo, nous avons pu montrer que les 
ferritines endogènes peuvent stocker le cobalt issu de la dégradation des ferrites de cobalt in vivo. Aussi 
la ferritine endogène, en stockant les métaux exogènes provenant de la dégradation de nanoparticules 
sous forme redox non active, permet de réguler les flux de métaux labiles dans la cellule et la protège 
des potentiels effets toxiques liés à ceux-ci. 
3.4  
-dessous. La 
synthèse et la fonctionnalisation des NPOFs a été réalisée par notre collaboratrice Sophie Neveu 
(Laboratoire Phénix Sorbone Université). Les images de MET ainsi que les analyses EDX ont été 
les études de dégradation des ferrites de cobalt par mesures magnétiques et de temps de relaxation 
-ferritines par 
spectroscopie UV-visible. Les études in vivo ont été réalisées par Jelena Kolosnjaj-Tabi. 
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Physiological Remediation of 
Cobalt Ferrite Nanoparticles by 
Ferritin
Jeanne Volatron1, Jelena Kolosnjaj-Tabi1,2, Yasir Javed3,4, Quoc Lam Vuong5, Yves Gossuin5, 
Sophie Neveu6, Nathalie Luciani1, Miryana Hémadi7, Florent Carn1, Damien Alloyeau3 & 
Florence Gazeau1
Metallic nanoparticles have been increasingly suggested as prospective therapeutic nanoplatforms, yet 
their long-term fate and cellular processing in the body is poorly understood. Here we examined the 
role of an endogenous iron storage protein – namely the ferritin – in the remediation of biodegradable 
cobalt ferrite magnetic nanoparticles. Structural and elemental analysis of ferritins close to exogenous 
nanoparticles within spleens and livers of mice injected in vivo with cobalt ferrite nanoparticles, 
suggests the intracellular transfer of degradation-derived cobalt and iron, entrapped within 
endogenous protein cages. In addition, the capacity of ferritin cages to accommodate and store the 
degradation products of cobalt ferrite nanoparticles was investigated in vitro in the acidic environment 
mimicking the physiological conditions that are present within the lysosomes. The magnetic, colloidal 
and structural follow-up of nanoparticles and proteins in the lysosome-like medium confirmed the 
efficient remediation of nanoparticle-released cobalt and iron ions by ferritins in solution. Metal transfer 
into ferritins could represent a quintessential process in which biomolecules and homeostasis regulate 
the local degradation of nanoparticles and recycle their by-products.
The lifecycle of inorganic nanoparticles (NPs) in the body and potentially associated health risks still raise serious 
concerns. The evaluation of the fate of NPs is important to understand the behavior of particles that have been 
intentionally injected for medical purposes, but might also help predicting the outcomes related to particles envi-
ronmental and occupational exposure. NPs made of metallic compounds such as quantum dots, silver, gold, iron 
and cobalt have been proposed for their potential in imaging and therapy, as well as their widespread technolog-
ical applications. The exposure to NPs indeed raises questions on their interactions with proteins, intracellular 
processing, persistence and residence time within the organs1,2. What kind of mechanisms could be employed by 
the cell to process NPs? When particles degrade, could the body eliminate or recycle NPs degradation products? 
Do we have some innate mechanisms that could protect us from potential deleterious effects generated by NPs 
or their degradation products? Are there some pathways of NP remediation ensured by endogenous proteins?
Iron oxide nanoparticles (IONPs) found their way into the clinics because they are biodegradable and their 
products of degradation can be processed by the physiological iron metabolism. Studies evaluating the fate of 
IONPs in vivo demonstrated that IONPs lose their magnetic properties over time while being degraded in the 
acidic environment of lysosomes, mostly in splenic and hepatic macrophages3–5. Studies generally converge to 
a cellular processing of IONPs, which involves the physiological homeostasis pathways for iron6–9. The remedi-
ation of iron coming from radiolabelled IONPs can be monitored and quantified by measuring the amount of 
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59Fe incorporated into the hemoglobin of newly formed erythrocytes, which demonstrates that the degradation 
products of IONPs can join the iron pool of the organism. Intracellular storage of iron is also mediated by ferri-
tin, a protein cage-like structure composed of 24 self-assembled subunits in which up to 4500 iron atoms can be 
stored10,11. Moreover, the gene expression of ferritin and other proteins involved in iron homeostasis is upregu-
lated after cell internalization of IONPs10,12,13. Magnetic studies in organs ex vivo showed the transformation of 
the original superparamagnetic properties of IONPs into the magnetic signature of iron-filled ferritins3,11. At 
the nanoscale, transmission electron microscopy (TEM) revealed the ubiquitous presence of ferritins close to 
intracellular IONPs, in spleen, liver and inflammatory macrophages. Therefore ferritin appears involved in the 
intracellular degradation mechanism of IONPs in vivo and in the recycling and storage of iron ions released by 
NPs3,14,15. Such a scenario could consequently warrant minimal toxicity of iron-based NPs, since the potentially 
harmful labile iron species generated by the intracellular degradation of IONPs could be captured in its non-toxic 
form within ferritin proteins. Here we questioned if other metals, such as cobalt coming from the degradation of 
nanoparticles, could follow the same pathway of physiological remediation by endogenous ferritin.
In order to modulate the magnetic properties of IONPs, partial replacement of ferrous ions with other diva-
lent ions has been suggested, the most prominent example being the introduction of cobalt ions. Cobalt ferrite 
NPs (CoIONPs) arise interest for theranostic applications, data storage, catalysis, environmental and biodevices 
as their magnetocristalline anisotropy can be finely tuned by cobalt substitution. This approach is particularly 
useful for magnetic hyperthermia, which benefits from optimized hyperthermic efficacy at tunable excitation 
with different magnetic field frequencies16–20. However little is known about the in vivo fate of nanoparticles 
metallic dopants such as cobalt. The potential toxicity of CoIONPs is a subject of debate with regards to environ-
mental, health and safety issues connected to their application in nanomedicine21–23. Natural organic matter as 
well as cellular media can promote degradation of CoIONPs resulting in possible release of Co2+ and Fe3+/Fe2+ 
into the environment24,25. Reports on Co toxicity suggested that Co2+ ions are the primary toxic form of Co26,27. 
Particularly, some interference with Ca2+ entry and signaling has been reported. Therefore the important issues of 
the dissolution of CoIONPs and of the fate of released ions need to be investigated in vitro and in vivo.
In this paper we present an ultrastructural follow up of CoIONPs nanoparticles over four months after intra-
venous injection in mice. Our focus was to get insight into the role of ferritin proteins in the intracellular recy-
cling and remediation of metal oxide nanoparticles and to examine if Co2+ and Fe ions released by NPs can be 
stored into endogenous ferritin proteins. Ferritin proteins are implicated in various metabolic processes28, owing 
to their ability to detoxify, carry, store and release iron in a controlled fashion29. It has been shown that ferritins 
also act as a multifunctional detoxicant for soluble metal ions other than iron30–33. Studies published in the eight-
ies evidenced ferritin’s in vivo binding potential for metals such as Cu2+, Cd2+, Al2+, Zn2+ and Be2+ after adminis-
tration of their respective salts32–34. In vitro, the protein shell called apoferritin (ApoF) and the iron-filled protein 
called holoferritin (HoloF) have different affinities for divalent metal atoms also depending of the pH31. Moreover, 
ApoF was successfully used as a monodisperse and spherical-shaped biotemplate for the mineralization of various 
inorganic NPs including iron, cobalt, manganese, platinum, zinc, rare earths-doped yttrium-vanadate or gado-
linium19,31,35–41. The in vitro versatility of ferritin proteins to encapsulate different metals suggests that they could 
also play a role in vivo in the metabolism of various metallic NPs. While ferritin is considered as a physiological 
constituent in several tissues, other proteins, such as the metallothionein, are synthesized under metabolic stress 
in response to highly toxic levels of metal ions, and could also be involved in metallic NPs metabolism32. Ferritin 
and metallothionein both act as chelators-donors of metal ions, but since ferritin is present at a higher constitutive 
level, it could act as a first line defense against metal ions32. While previous studies demonstrated in vitro divalent 
metal binding to ferritins at pH 7.4, the acidic pH of 5.5 nearly abolished the binding of metals other than Fe2+ 
and Cu2+ 31. Nevertheless, here we question the possibility of ferritin storing of cobalt, released by CoIONPs 
in vitro and in vivo, at a pH of 4.7, which is physiologically present in lysosomes, where NPs are confined and 
degraded. The mechanism of metal transfer from NPs to endogenous proteins such as ferritin would exemplify a 
quintessential process in which biomolecules and homeostasis regulate the local degradation of NPs and recycle 
their by-products.
Results and Discussion
Citrate-coated CoIONPs of 8.7 ± 2.9 nm diameter synthesized by coprecipitation method (Figure S1) were 
injected intravenously in mice at the dose recommended for clinical MRI when using IONPs (50 μ mol/kg iron). 
Structural follow up of CoIONPs was performed by TEM, High Resolution TEM (HRTEM) and scanning TEM 
using a high angle annular dark field detector (STEM-HAADF) in liver and spleen samples (Figs 1 and 2) up to 8 
months post-injection. In parallel, the Co content was measured by inductively coupled plasma-mass spectrome-
try (ICP-MS) in these organs (Figure S2). Histological examinations of liver, spleen and kidney of treated animals 
at day 1, day 7 and day 34 after injection of CoIONPs do not show any microstructural alterations in comparison 
to control, untreated mice (Figures S3–S6). Co content in spleens and livers decreases over time (more rapidly in 
the liver) but a substantial fraction of the cobalt content at D1 (about 30%) still persists in spleen after 4 months. 
Similar results were found previously for IONPs with different shapes, sizes and surface coating13,34,35. Both the 
excretion of intact nanoparticles or the transfer of Co to different organs or metabolic pools may account for the 
decrease in the Co contents in liver and spleen with time. Consistent with elemental analysis, TEM observations 
at the nanoscale show intact CoIONPs in the lysosomes of splenic and hepatic macrophages from day 1 to 8 
months post-injection, although the intact particles tend to rarify over time (Fig. 1 and Figure S7). Iron-filled 
ferritins are distinguished from native CoIONPs first by their characteristic spherical shape and rather mon-
odisperse size, up to eight nanometers, and second by the use of colloidal gold immunological labeling with 
anti-ferritin antibodies (Fig. 1). Numerous ferritin proteins are observed in the neighborhood of CoIONPs lying 
within lysosomes (Fig. 1), with similar patterns to what was previously observed after injection of IONPs3–5. 
Ferritins are either found as large organized clusters or are individually disseminated within lysosomes or within 
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Figure 1. TEM micrographs of spleen samples at day 1 (A), day 7 (B) and day 42 (C,D) after intravenous 
injection of CoIONPs in mice. CoIONPs (indicated with blue arrows) are found in lysosomes (Lys) of 
macrophages in proximity to iron-filled ferritin proteins (HoloF) (red arrows). In C&D, ferritin proteins are 
labeled with 10 nm colloidal gold anti-ferritin antibody (yellow arrows). Note the organization of HoloF as large 
clusters. (E) HoloF aggregates in spleen and corresponding size distribution.
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the cytoplasm. Structural and elemental analyses of the exogenous intact or degraded CoIONPs and endogenous 
ferritin proteins were achieved by HRTEM, STEM-HAADF and energy dispersive X-ray (EDX) nano-analyses 
performed on single particles at different time-points after injection. Apart from their distinct sizes, structures 
and contrast in comparison to CoIONPs, ferritin proteins are identified by EDX through their sulfur content. In 
contrast, injected CoIONPs or their remnants are characterized by colocalization of cobalt, iron, and an absence 
of sulfur (Fig. 2C). Importantly EDX also reveals the nature of the metals incorporated inside the ferritin protein 
shell. While most of ferritins contain only iron (collocating with sulfur), some of them reveal the presence of 
cobalt collocating with iron and sulfur (Fig. 2D). Although the quantities of cobalt in ferritins are much smaller 
than the iron ones, these observations in spleen samples, 42 days after injection, support the hypothesis that ferri-
tins could incorporate both iron and cobalt ions, transferred from CoIONPs ferritins within lysosomes, providing 
the first observation of metal ions transfer from exogenous nanoparticles to endogenous ferritin proteins in vivo.
Figure 2. TEM tracking and EDX nano analyses of CoIONPs and ferritins in liver and spleen at different 
time-points after intravenous injection of CoIONPs. (A) CoIONPs are identified in the lysosomes of liver 
macrophages at day 7, by their characteristic size distribution (8.7 ± 2.9 nm) and inverse spinel structure of 
cobalt ferrite, determined from the FFT of the HRTEM pictures (red and blue squares). (B) CoIONPs (blue 
arrows) are seen in the neighborhood of numerous HoloF proteins (red arrows) in spleen lysosomes at day 
1 (top images) and at day 30 (bottom images). (C) STEM-HAADF micrograph of intralysosomal CoIONPs 
in spleen at day 42 post injection. The 10 nm monodisperse bright particles (labelled 3) are antiferritin 
immunogold particles. The less bright and polydisperse particles (square “1”) are the native CoIONPs with 
a Fe:Co ratio of 2 to 3 and absence of sulfur, as determined by EDX analysis. The small quasi-monodisperse 
particles correspond to HoloF, characterized by the colocalization of iron and sulfur (Fe:S ratio of about 20).  
(D) Single particle EDX analyses on spleen samples at day 42 post-injection. The graphs on the right of the 
STEM-HAADF picture show the relative percentage of Fe, Co and S determined from the point by point EDX 
analysis of the red quadrant scanned in the arrow direction. Blue oval depicts a native CoIONP particle, while 
red ovals indicate colocalization of cobalt, iron and sulfur, indicating cobalt uptake by ferritins.
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The results suggested by this in vivo study motivated additional in vitro investigations to probe the degrada-
bility of CoIONPs in a simplified model of lysosomal environment and the ability of ferritin to integrate cobalt 
and iron ions in the acidic pH, which is present within lysosomes, but was formerly thought to hinder the binding 
of metals other than iron to ferritin proteins31. IONPs were previously shown to degrade in a minimal medium 
mimicking the acidic lysosome environment and consisting of sodium citrate (10 mM) at pH = 4.75,42–45. Here we 
also observe the degradation of CoIONPs in this acidic citrate medium (Fig. 3). The loss of magnetic properties of 
CoIONPs over time is attested by the decrease of the saturation magnetization in magnetization curves (Fig. 3D) 
together with a decrease of the transverse nuclear magnetic resonance (NMR) relaxation rate R2 at proton Larmor 
frequencies of 20 MHz and 60 MHz, which probes the efficiency of CoIONPs as MRI contrast agents (Fig. 3E). 
The hydrodynamic size distribution of CoIONPs assessed by diffusion light scattering (DLS) remains almost 
constant over time, but the time-averaged light scattered intensity (Fig. 3B,C) decreased, which is consistent with 
a diminution of the number of particles. HRTEM and EDX elemental analysis on single particles indicate that the 
spinel structure of the remaining particles is maintained during the degradation and the fraction of Co per Fe in 
particles (Co/Fe = 40/60) remains unchanged up to day 75.
We next investigated whether ApoF protein core is capable of accommodating Co ions coming from cobalt 
salt in lysosome-mimicking acidic citrate medium. Cobalt salt CoNTA(CO3)Na2 was incubated with ApoF for 
one day in acidic citrate medium and subsequently dialyzed. The UV-visible spectrum of the mixture was moni-
tored at different time-points and compared to the UV-vis signatures of ApoF and iron-filled HoloF. The intensity 
increase of the band at 220 nm and the evolution of the band at 280 nm indicates a metal-protein bond (Fig. 4)37,46. 
The UV-vis spectra of Co salt/ApoF mixture show a clear evolution toward the absorbance signal of commercial 
Figure 3. Evolution of citrate-coated CoIONPs in acidic citrate medium. (A) Representative TEM 
micrographs at two time-points. (B) Time evolution of the distribution of hydrodynamic sizes and (C) derived 
count rate in DLS. (D) Time evolution of the field-dependent magnetization curve at 300 K and (E) Time 
evolution of the transverse NMR relaxation rate R2 at proton Larmor frequencies of 20 MHz and 60 MHz.
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HoloF suggesting a filling of ApoF with cobalt. This result is confirmed by HRTEM, which shows the presence of 
crystalline NPs with a diameter of 3.5 ± 0.6 nm (60% of the commercial HoloF size) and CoO structure. The EDX 
analysis in the STEM-HAADF mode indicates the colocalization of sulfur and cobalt and confirms the storage of 
cobalt in ApoF (Fig. 4). The formation of cobalt oxide Co3O4 was previously reported, but the result was obtained 
in a different pH range37. Overall, our results suggest a partial filling of ApoF cavity with cobalt even at the low 
pH value47.
The presence and the composition of ferritins nearby CoIONPs in organ slices suggest a transfer of iron and 
cobalt ions relocating from NPs to ferritins. We thus analyzed the evolution of ApoF interacting with CoIONPs 
in acidic citrate medium. During the two days of incubation at 37 °C, the absorbance signal of ApoF evolve to 
that of the commercial HoloF, showing an incremental filling of ApoF with metals transferred from NPs (Fig. 5). 
STEM-HAADF and EDX analysis confirm the presence of two types of structures: the native cobalt ferrite NPs 
(8.7 ± 2.9 nm) coexisting with very small NPs (3.3 ± 0.4 nm) which exhibit EDX peaks for iron, cobalt and sulfur 
at 6.45 KeV, 6.95 KeV and 2.4 KeV, respectively, with relative atomic percentages of 64.7%, 28.2% and 7.13% and 
with an error of ± 1%. This result clearly confirms the ability of ApoF to sequester simultaneously iron and cobalt 
ions coming from the degradation of CoIONPs within a minimal lysosome-like environment.
Conclusion
In conclusion, elemental nanoscale investigations of excised organs highlighted the possible implication of endo-
geneous ferritin proteins in the recycling of iron and cobalt originating from intralysosomal degradation of cobalt 
ferrite NPs. In previous studies, high resolution observations of excised organs provided information on the 
ultrastructure of lysosomes in macrophages located within different tissues (spleen, liver3,5,15, inflammatory sites 
such as adipose tissue48 or atherosclerotic plaques14) and pointed out the ubiquitous presence of HoloF nearby or 
within IONP-rich zones in organs harvested from treated animals. In addition, the local lysosomal degradation 
of IONPs has been empirically demonstrated4 and the transfer of 59Fe from IONPs to the hemoglobin of rats6 and 
mice7 was established. On the other hand, ferritins are able to antagonize lysosomal iron overload and oxidative 
stress by being relocalized in lysosomes or synthesized de novo29,49,50. However neither the transfer of metal ions 
from nanoparticles to ferritin was formally demonstrated, nor the transfer within environments exhibiting acidic 
pH going below 5.5 has been reported. Yet, due to biological intralysosomal sequestration and processing of nan-
oparticles, the transfer to ferritins in acidic media has a particular physiological relevance. In the present study 
EDX nanoanalysis provided evidence for the first time, that intracellular ferritin cages localized nearby degrading 
CoIONPs could act as storage proteins for both iron and cobalt ions released by injected NPs. The investigations 
performed in vitro in the minimal model of the acidic lysosome environment served to undoubtedly demonstrate 
that this metal transfer is empirically possible at pH 4.7 with Co coming from metal salts, but also from cobalt 
ferrite NPs degraded in the acidic citrate medium. Ex vivo evidence for iron and cobalt remediation after in vivo 
Figure 4. Signature of apoferritin filling cobalt from cobalt salt CoNTA (CO3) Na2. (A) UV-Vis spectrum 
of ApoF incubated with CoNTA (CO3) Na2 for 22 hours in acidic medium in comparison to ApoF alone and 
HoloF. Note the growth of the absorbance shoulder at 280 nm indicating the filling of the protein cage.  
(B) HRTEM of ApoF incubated with CoNTA showing crystalline structures with diffraction pattern  
(C) characteristic of the cobalt oxide (CoO) along [111] zone axis. (D) Distribution of crystal sizes (mean 
diameter 3.5 ± 0.6 nm) suggesting a partial filling of the protein cage, in line with UV-Vis spectrum. (E) STEM-
HAADF images of ferritin nanocrystals and (F) EDX analysis of the red area, indicated characteristic lines of 
cobalt and sulfur.
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administration of cobalt ferrite nanoparticles suggests that ferritins could represent an archetypal mechanism of 
metabolization of metal-containing NPs.
Experimental Section
Nanoparticles. CoIONPs are synthetized by co-precipitation of Co(II) and Fe(III) hydroxide51. CoIONPs 
(CoFe2O4) have the inverse spinel structure like magnetite (Fe3O4) where Fe2+ ions are substituted by Co2+ ions. 
CoIONPs are coated by citrate ligands. The suspensions were stable in water in a pH range of 3–8 owing to elec-
trostatic stabilization (negatively charged citrate-coating). The size distributions of the NPs were determined by 
TEM. The hydrodynamic diameter was determined by DLS in water and was in the range of 20 to 40 nm. Detailed 
NPs specifications are reported in supporting information Figure S1.
In vivo study. Animal experiments were approved by the ethical comity of University Paris Descartes and 
performed in accordance with institutional ethical rules and guidelines for animal use and care of the Paris 
Cardiovascular Research Center animal facility. The animals were allowed to acclimate to this facility for at least 
1 week before being used in the experiments and were fed a standard diet ad libitum throughout the experiments. 
Pathogen-free female 8 week old C57/Bl6 mice (mean weight 20.5 ± 1 g) (Janvier, France)) were injected in the 
retro-orbital vein with CoIONPs suspended in 100 μ L of physiological saline medium at a dose of 50 μ mol iron/
kg (injected dose of 56 μ g iron). One mouse was sacrificed at each time point after CoIONPs injection (at days 
D1, D7, D30, D42 and D112, respectively). Livers and spleens were excised and prepared for TEM and ICP-MS 
experiments.
Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS). Cobalt content in suspension and organs 
was quantified by ICP-MS. After excision, organ samples were conserved at − 80 °C until preparation for ICP-MS 
measurements. The organs were mineralized in closed vials in presence of 4 ml nitric acid at 70 °C for 2 h on 
heating blocs (DigiPREP Jr SCP Science, Canada) and then heated in open vials at 80 °C for 10 additional hours. 
The volume of each sample was adjusted to 20 or 4 ml with 3% nitric acid in distilled water and analyzed for Co 
content by ICP-MS (Thermo Electron, France).
Transmission electron microscopy (TEM). Organs were cut into 1 mm3 pieces after excision and fixed 
with 2% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, post-fixed with 1% osmium tetroxide containing 
1.5% potassium cyanoferrate, gradually dehydrated in ethanol, and embedded in Epon. Thin sections (70 nm) of 
selected zones were observed with Zeiss EM902 electron microscope operated at 80 kVe (MIMA2 MET –GABI, 
INRA, Jouy-en-Josas, France). Ultrathin sections (30 nm) were prepared for high-resolution imaging and EDX 
analysis.
Figure 5. Metal transfer from NPs to apoferritin proteins. (A) UV-vis spectra of ApoF incubated with 
CoIONPs in acidic medium for 5 hours and 2 days, in comparison to ApoF and HoloF. The growth of 
absorbance shoulder at 280 nm indicates metal filling of the protein. (B) STEM-HAADF images of CoIONPs 
(blue arrows) incubated with ApoF for 2 months. Metal-filled proteins appear as small particles (red arrows). 
(C,D) Single particle EDX analysis of the red-contoured area in C confirms occupancy of iron, cobalt and sulfur 
in single ApoF with relative atomic percentages of 64.7%, 28.2% and 7.13% respectively.
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High resolution TEM imaging and EDX spectroscopy were performed on a JEOL ARM 200 F microscope52, 
equipped with a CEOS aberration corrector, a cold field emission gun and a JEOL EDX diode, operated at 200 kV 
or 80 kV (biological samples).
Gold immunolabeling on TEM sections. Tissues were fixed with a mixture of 4% paraformaldehyde 
in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2. The 70 nm sections were quenched with glycine 50 mM in 0.1 M phosphate 
buffer pH 7.2, blocked with buffer containing 10% Goat normal serum (GNS), 1% bovine serum albumin (BSA), 
0.1% BSA-cTM (prepared by acetylation of BSA (Aurion, Nederland)). Antiferritin antibodies were added to a 
1/100 w/w dilution in buffer containing 1% GNS, 1% BSA, 0.1% BSA-cTM and incubated for 2 h; the grids were 
rinsed twice, then the goat anti-rabbit IgG coupled to 10 nm colloidal gold particles (British Biocell International – 
TEBU, France) was used at a 1/50 dilution for an 1 hour incubation. The grids were rinsed again, and stained with 
2% uranyl acetate. Grids were examined with a Hitachi HT7700 electron microscope operated at 80 kV (Elexience 
– France), and images were acquired with a charge-coupled device camera (AMT).
Lysosome-like buffer. The medium used to mimic the acidic environment of the lysosomes, as described 
by Arbab et al.43, consisted of 20 mM citric acid at pH 4.7. The acidic citrate buffer was prepared by mixing 10 mM 
of citric acid (C6H807, Fluka, France, >99, 5%) and 10 mM of sodium citrate tribasic (C6H5Na3O7. 2H2O, Fluka, 
> 99%) in 250 mL of purified water.
Metal transfer to ApoF. Filling of ApoF with metal complex salts. A 0.05 mM solution of ApoF (apofer-
ritin from equine spleen, Sigma, France) was incubated at 37 °C for one day with an excess of the mixed sodium 
cobalt(III) nitrilotriacetate carbonate complex Na2CoNTA(CO3) in the acidic citrate buffer and the mixture was 
dialyzed (Dialysis membrane 50 kD, Spectrum Labs, France) to remove the excess of cobalt complex salt.
Filling ApoF with NPs. The NPs were incubated with ApoF in the acidic citrate buffer for different times, the 
final concentrations being 0.12 mM of NPs and 0.5 μ M of ApoF.
UV-visible Spectroscopy. Absorption measurements were performed at (37 ± 0.5)°C on a Cary 4000 UV/
Vis/NIR spectrophotometer equipped with a thermostated cell-carrier. The signal of non-degraded NPs was sub-
tracted to remove the diffusion signal related to NPs.
In vitro NP degradation procedure. NPs were incubated at 37 °C in the dark with and without ApoF in 
the acidic citrate buffer, at iron + cobalt concentration of 10 mM. ApoF was added at a concentration of 2.2 μ m 
(corresponding to 4500 iron atoms available for one ApoF).
Nuclear Magnetic Resonance Dispersion (NMRD). The frequency dependence of the longitudinal 1H 
relaxation rate, R1 = 1/T1, was recorded in the suspension over the frequency range of 0.015 to 40 MHz using a 
Spinmaster FFC-2000 fast-field cycling NMR relaxometer (Stelar SRL, Italy). The temperature of the samples 
was maintained at 37 °C using a thermostated airflow system. All of the 1H magnetization recovery curves were 
mono-exponential within experimental error. R2 were measured using the CPMG pulse sequence with an echo 
time of 1 ms on a 20 MHz and on a 60 MHz Bruker Minispec. All measurements were performed in samples with 
iron + cobalt concentration of 1 mM, prepared by aqueous extemporaneous 10-times dilutions of the suspensions 
in acidic citrate medium taken at different incubation times.
Dynamic Light Scattering (DLS). DLS measurement were carried out at 25 °C on a Zeta Sizer Nano ZS 
(Malvern Instruments, France) equipped with a 5.0 mW He-Ne laser operating at 632.8 nm and an Avalanche 
photodiode detector. The time-averaged intensity of scattered light at 173 degrees (derived count rate) was used 
to quantify the number of scattering NPs in course of their degradation. We also verified that for the native 
non-degraded NPs, the time-averaged intensity of scattered light was proportional to the iron + cobalt concen-
tration. The dispersions were never filtered before measurements.
Magnetic measurements. Magnetization measurements were carried out on a vibrating sample magneto-
meter (PPMS, Quantum Design, Inc., CA, USA) on suspensions of CoIONPs at 10 mM iron + cobalt concentra-
tion in acidic citrate medium. The data were corrected from the diamagnetic contribution of the acidic citrate 
buffer and of the sample holder. The field-dependent magnetization curves were measured at 310 K in the range 
between 0 and 3 × 104 Gauss.
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Conclusion  
de ferrite de cobalt montre que celles-ci se dissolvent dans des conditions acides en présence de citrate 
dans le milieu minimal pour mimer les conditions lysosomales, et confirme les résultats obtenus 
précédemment.2,25,26 Le mécanisme de dissolution est un mécanisme qualifié de « tout ou rien » où les 
nanoparticules sont soit dissoutes intégralement soit intactes. Il est caractérisé par une première étape 
puis par une étape de diffusion des métaux ainsi complexés dans la solution.  
-ferritine présente 
dégradation des nanoparticules et permet également de stocker les métaux issus de celles-ci. Deux 
mécanismes de stockage ont été observés. Le premier, de cinétique rapide, implique la complexation 
des atomes de fer par les molécules de citrate puis la diffusion de ces complexes vers les apo-ferritines. 
sont directement captés puis stockés par les apo-ferritines.  
Les études in vivo citées précédemment ont montré la présence de ferritines autour de NPOFs 
injectées par voie intraveineuse. Après confinement dans les lysosomes, les NPOFs sont initialement 
croissante de ferritine, sous forme de particules individuelles ou de clusters caractérisés par leur structure 
finger print
agrégats des NPOFs et des ferritines in vivo semblent réguler la dégradation des NPOFs afin de limiter 
leur toxicité. En outre, la présence de ferritine à proximité des NPOFs suggère un mécanisme de transfert 
de fer issu de la dégradation de celles-ci vers les ferritines.  
Nous avons pu mettre en évidence ce transfert de métaux vers les ferritines in vivo par 
endogène du fer exogène stocké dans les ferritines. En revanche, les ferritines endogènes ne contiennent 
pas de cobalt, aussi nous avons suivi ce transfert en considérant le cobalt comme élément de traçage. 
ex vivo des ferritines dans la rate a montré la présence de cobalt au sein de celles-ci et a ainsi 
permis de démontrer le transfert de cobalt vers les ferritines in vivo.  
celle-ci permet de stocker des métaux tels que le cobalt ou le fer issus de la dégradation de nanoparticules 
sous forme redox non active, ce qui permet de limiter le stress oxydant au sein des cellules induit par la 
réaction de Fenton.  
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ferritines en solution et in vivo ont permis de mettre en évidence un mécanisme possible de détoxification 
des métaux issus de la dégradation des nanoparticules. Weissleder et al. ont également montré que, suite 
59Fe, une partie du 59Fe 
issu de la dégradation de celles-
% du 59Fe injecté au bout de 49 jours.36 Ces résultats démontrent que le fer issu de la dégradation des 
NPOFs peut rejoindre la réserve de fer endogène par différents mécanismes.  
nanoparticules en 
réalisable sur un modèle de cellules en mono couche. En revanche, Mazuel et al. ont développé au 
laboratoire un modèle de sphéroïde de cellules souches mésenchymateuses permettant de suivre la 
dégradation de NPOFs.3 
une surexpression du gène associé à la ferritine L, responsable du stockage du fer. Des études de 
métaux issus de la dégradation de nanoparticules sur la toxicité associée à celles-ci. 
Ces études, conduites au niveau moléculaire voire cellulaire, ne permettent pas de déterminer les 
 la haute concentration en fer endogène complique ce 
ats 
sont présentés dans les deux chapitres suivants. 
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Comme
intraveineuse, elles se retrouvent dans la circulation sanguine et interagissent instantanément avec les 
protéines plasmatiques. Ces interactions, notamment dépenda
nanoparticules, déterminent leur biodistribution (Figure 0.1 (A, B)). Après capture cellulaire, elles se 
retrouvent confinées dans les lysosomes au sein de différents organes, en particulier dans les 
macrophages hépatiques et spléniques, où elles sont dégradées.  
-à-dire le 
scindement des constituants initiaux de celles-ci, libérant des produits de dégradation non particulaire 
-à-dire la couronne de proté
-ci (Figure 0.1 (C)).  
 
Figure 0.1 : Biodistribution après injection iv de nanoparticules (A) Interaction avec les protéines plasmatique. 
constituants de celles-ci in vivo : la couronne de prot
métaux non particulaire issus de la dégradation (C).  
 de dégradation non magnétiques issus des 
NPOFs du fond endogène riche en fer
pratique très compliqué de déterminer les voies de prise  
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r endogène en 
étudiant des phénomènes spécifiques en solution ou, in vivo en substituant le fer des nanoparticules par 
en évidence, aux échelles moléculaire et cellulaire, un mécanisme possible de prise en charge de ces 
métaux, à savoir le stockage de ceux-ci au sein de protéines endogènes, les ferritines.  
de suivre le fer 
premier temps les stratégies développées dans la littérature pour évaluer le devenir des nanoparticules. 
Nous présenterons par la suite la stratégie adoptée pour suivre les NPOFs, leur enrobage et leurs produits 
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1.   
di
 
1.1 Suivi de la couronne de protéines 
lexe 
nanoparticules-
adsorbées à la surface des nanoparticules détermine leur temps de circulation, leur pharmacocinétique 
et leur biodistribution.1 4 Au sein de la couro
première, entre les nanoparticules et les protéines ayant une forte affinité pour celles-
 hard corona », par adsorption des protéines à la surface 
des nanoparticules. La seconde est une interaction faible entre les protéines adsorbées sur les 
nanoparticules et les protéines libres dans le milieu biologique, elle constitue la couronne appelée « soft 
corona ».5,6 La couronne de protéines est unique pour chaque type de nanoparticules, elle varie selon 
leur identité synthétique définie par leur taille, leur enrobage ou leur composition.5  
autour des nanoparticules ex situ,3,4 et en particulier la « hard corona », le défi actuel est de pouvoir 
caractériser les dynamiques et le devenir de celle-ci dans différents milieux biologiques. Dans les 
cellules, les complexes nanoparticule-protéines sont internalisés via des interactions entre les récepteurs 
de la membrane cellulaire et les protéines entourant les nanoparticules.7,8 Dans le cadre de la 
nanomédecine, la couronne protéique constitue en ce sens un véritable cheval de Troie, permettant dans 
Plusieurs études ont montré in vitro que la couronne de protéines autour des nanoparticules évolue en 
protéique de ces derniers.9,10 Wang et al. ont pu suivre le devenir de la couronne de protéines autour de 
nanoparticules polymériques in vitro.11 Les nanoparticules sont en premier lieu incubées avec des 
protéines plasmatiques marquées avec un fluorochrome, puis les complexes nanoparticules-protéines 
sont ensuite isolés et mis en présence de cellules. Le devenir de la couronne de protéines est ainsi suivi 
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nanoparticules-protéines sont confinés dans les lysosomes. Dans ces derniers, la couronne de protéines 
est dégradée par différentes enzymes lysosomales.  
Une stratégie développée par Bargheer et al. 
de la couronne de protéines in vivo, sur une échelle de temps de deux heures. Celle-ci a consisté à 
marquer des NPOFs avec le radioisotope 59
des transferrines marquées avec le radioisotope 125I.12 
part que la biodistribution de la transferrine greffée aux NPOFs est différente de celle de la transferrine 
-à-  du ratio 125I/59Fe, 
du foie vers le sang. Celle-ci est ensuite redistribuée vers différents tissus, en adéquation avec la 
biodistribution de la transferrine libre marquée. Ainsi les NPOFs et la couronne de protéines sont 
internalisées principalement dans le foie, où la couronne de protéines est dégradée dans les cellules 
hépatiques puis libérée dans la circulation sanguine où elle est recyclée. 
En synthét in vitro et in vivo nous avons pu formuler une première 
hypothèse quant au devenir de la couronne de protéines in vivo : une fois injectée dans le sang les 
xe nanoparticule-protéines est 
ensuite acheminé principalement dans le foie où il est internalisé dans les cellules hépatiques, puis 
évolue en fonction de la nature des protéines présentes dans chaque compartiment biologique. Une fois 
dans les lysosomes, la couronne de protéines est dégradée par les enzymes lysosomales puis excrétée de 
la cellule et recyclée dans la circulation sanguine (Figure 1.1). 
129 
 
 
Figure 1.1 : Parcours de la couronne de protéines. Les données in vivo ont permis de mettre en évidence la capture 
de la couronne de protéines dans les cellules hépatiques puis le recyclage des protéines dans la 
circulation sanguine (A). Les données in vitro montrent que le complexe nanoparticule-protéines est 
internalisé dans les cellules puis dans les lysosomes où la couronne protéique est dégradée par les 
enzymes lysosomales (B). Les protéines sont ensuite recyclées dans la circulation sanguine avant 
 
Les études présentées ci-dessus apportent des informations précieuses quant au devenir de la 
couronne de protéines in vitro et in vivo. Des études complémentaires en solution, recensées dans 
plusieurs revues,3,5 ont permis de sonder la nature des protéines constituant la couronne de protéines. La 
dynamique de la couronne a également pu être étudiée in vitro.9,10 Cependant, dans ces expériences, les 
nanoparticules sont incubées avec 10% de plasma9,11 ou du plasma pur.10 Or, Lartigue et al. ont mis en 
évidence que la nature des protéines adsorbées à la surface des nanoparticules dépend, entre autres, de 
la quantité relative de plasma incubée avec les nanoparticules.13 -
protéines nécessite plusieurs étapes de centrifugation ce qui perturbe également l
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adsorbées en surface et change ainsi la composition de la couronne de protéines.14 En outre, ces 
in vivo. Par 
 Bargheer et al., et présentée ci-dessus a consisté à suivre uniquement 
la transferrine liée de manière covalente aux nanoparticules. Aussi celle-
in vivo 
in 
situ -
protéines et de pouvoir sonder directement les dynamiques de la couronne de protéines in vivo. 
1.2  
celles-
- in vivo et ainsi de la 
moduler, en amont, lors de leur synthèse.  
Une stratégie développée par Sée et al. a consisté à greffer un peptide fonctionnalisé avec un 
15 
niquement lorsque celui-ci est greffé sur ces dernières. Après 
internalisation dans des cellules cancéreuses HeLa, les nanoparticules sont internalisées dans les 
lysosomes. Dans ces compartiments, une augmentation de la fluorescence, caractéristique de la 
particulier à une enzyme lysosomale, la cathepsine L, responsable de la dégradation de protéines et 
peptides. Des expériences in vitro -glucosidase était 
16 In vitro, les 
nanoparticules sont internalisées dans les cellules puis une fois confinées dans les lysosomes, leur 
enrobage semble être dégradé par des protéines adaptées à la composition de celui-ci.   
in vivo nécessite un marquage 
spécifique de ces entités afin de les suivre individuellement. Une stratégie développée récemment a été 
Wang et al. 59Fe, enrobées de 
polymères 14C et 111In, respectivement 
(Figure 1.2 (A)).17 
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Figure 1.2 : NPOFs marquées avec le radioisotope 59Fe et enrobées avec de l'acide oléique marqué avec le 
radioisotope 14C et le polymère DMPE-DTPA marqué avec le radioisotope 111In. Figure extraite de  
[17] (A). Sites de dissociation de l'enrobage DMPE-DTPA-In (B). Contrôles réalisés pour 
déterminer les sites de dissociation (C). 
Après injection par voie intraveineuse chez la souris, la biodistribution du 14C est différente de 
celle des deux autres radioisotopes. Ces observations, en accord avec une étude antérieure,18 montrent 
radioactifs 59Fe et 111In sont principalement acheminés vers le foie et la rate. Dans le foie, une 
-
supérieure à celle du radioisotope du fer. Ces observations suggèrent une dissociation partielle de 
contrôles supplémentaires, le phospholipide (DMPE-DTPA-111In) et le ligand (DTPA-111In) marqués 
Figure 
1.2 (B & C)).   
-DTPA-111In semble similaire à celle des 
-111In et DTPA-111In est majoritairement 
DMPE-DTPA-111In. Kreyling et al. 
enrobage marqués avec les isotopes radioactifs 198Au et 111In respectivement.19 
198Au :111In montre une disparité de la biodistribution de ces deux entités. Bien que la majorité de ces 
radioisotopes soit acheminée dans le foie, un pourcentage non négligeable de 111In est acheminé vers les 
reins et éliminé via  précédente, une dissociation partielle de 
in vivo.  
Une première hypothèse quant au mécanisme de dissociation est que les nanoparticules sont 
internalisées intactes dans les cellules hépatiques et confinées dans 
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hypothèse est cohérente avec les résultats obtenus in vitro et également avec ceux obtenus in vivo pour 
la couronne de protéines, présentés dans la partie précédente. 
dissociation partielle a lieu dans la circulation sanguine, celle-ci pouvant être expliquée par la présence 
14 
dans les urines.  
1.3  
ans différents milieux, a 
permis de mettre en évidence deux conditions essentielles pour pourvoir effectuer le suivi de leur 
intégrité in vivo.  
La première est de pouvoir distinguer les éléments endogènes des éléments exogènes : -à-
dire être capable 
.20 
abondants u encore certains types de 
quantum dots (CdSe)14,21, le problème de la différentiation des entités exogènes de celles endogènes ne 
se pose pas. En effet, les nanoparticules elles-mêmes se différencient du fond endogène par leur 
composition. Il sera ainsi possible de les quantifier par analyse élémentaire
différentier du fond endogène 
est de les marquer avec un isotope radioactif.22 Dans le cas des NPOFs, plusieurs auteurs ont marqué les 
nanoparticules avec le radioisotope 59Fe.17,18 Ces études ont permis de suivre la biodistribution du 59Fe 
après injection 59Fe 
est majoritairement acheminé vers le foie et la rate. Cependant, ce marquage quantifie la totalité du fer 
exogène introduit et ne permet pas de distinguer les nanoparticules de leurs produits de dégradation. 
différencier les formes particulaires et non particulaires issues de ces dernières.  
 
par mesures magnétiques. Weissleder et al. ont proposé dès la fin des années 1980 de suivre la 
biodistribution de NPOFs marquée avec du 59Fe en combinant des mesures de radioactivité et des temps 
de relaxation protoniques en présence de NPOFs.23 Les mesures de temps de relaxation protoniques 
mais ne permettent pas de quantifier de manière exacte les NPOFs. Les études présentées dans 
suivi de la biodistribution magnétique et la MET pour le suivi des propriétés structurelles des 
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nanoparticules.24,25
majoritairement acheminées dans le foie et la rate. Une diminution du signal en RFM, caractéristique de 
la dégradation des NPOFs, est observée dès sept jours après injection, dans le foie. Dans la rate, on 
observe une cinétique de dégradation plus lente comparativement à celle du foie. Les cinétiques de 
dégradation d
enrobage ou de la dose injectée. Ces études ont ainsi mis en évidence la dégradation des NPOFs in vivo. 
Cependant, la haute concentration en fer endogène ne permet pas de caractériser les produits non 
particulaires et non magnétiques issus de leur dégradation.  
es 
de marquage du fer avec des méthodes de mesures magnétiques pour caractériser à la fois les 
dynamiques de dégradation des nanoparticules, et celles de circulation des produits issus de leur 
dégradation.  
1.4 Stratégie de marquage 
présentées ci-dessus, les chercheurs se sont attachés à développer de 
nouvelles Tableau 
3 
de ces études.  
 
Tableau 3 : Recensement des différents marquages des NPOFs in vivo. 
radioisotopes détectés par mesures des radiations gamma induites par ceux-ci. Les inconvénients de 
tion 
-ci pour le suivi in vivo. 
-vie du 59Fe est estimé à environ 45 jours, aussi pour un suivi sur le 
long terme, il sera nécessaire de considérer la loi de désintégration radioactive de ce radiotraceur. On 
constate en outre que la plupart des études ci-
s ont montré 
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particulaires. Cependant, dans les études citées ci-
magnétique au suivi des radiotraceurs afin de distinguer et de quantifier les NPOFs de leurs produits de 
dégradation.  
 suivi du devenir 
de celles-ci in vivo 
pour différencier les NPOFs de leurs produits de dégradation. Dans le cadre du suivi des NPOFs et de 
leur enrobage sur le long terme, nous nous sommes tournées vers des nucléides stables (non radioactifs) 
-
suivi in vivo. Aussi dans le cadre du suivi du cycle de vie de NPOFs, nous les avons marqués avec un 
une abondance endogène négligeable pour pouvoir les détecter aisément dans des matrices biologiques 
complexes. Des complexes de lantha  
inorganique ainsi que la méthode adoptée pour synthétiser les NPOFs marquées. Puis dans un second 
temps, nous discuterons le choix et la méthode retenue  
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2.
leurs produits de dégradation dans des matrices biologique
in vivo. 
2.1 Marquage isotopique 
 même nombre de protons mais un nombre 
 élément.  
radioactifs, possédant un noyau instable et se désintégrant avec une émission de radioactivité, des 
isotopes stables. Les isotopes radioactifs peuvent être utilisés par exemple pour la datation grâce à 
14
ou du fluor, le 99Tc ou le 18
dans la section précédente ont également utilisé un isotope radioactif, le 59Fe.17,18  
-à-
elle varie en fonction de son origine et de son parcours. A t
1H, 2 16O et 18
ion, ou caractériser les interactions avec des roches ou des gaz26 ainsi que les différents 
processus de contamination de cette dernière.27  
Le marquage isotopique consiste à modifier artificiellement la signature isotopique d'un élément 
afin de le détecte
en 15N, isotope minoritaire de l'azote, a permis d'étudier le cycle de minéralisation de cet élément.28 Plus 
récemment, des chercheurs ont marqué différents types de nanoparticules avec des isotopes stables afin 
et al. ont suivi le devenir de nanoparticules 
68Zn dans des matrices aquatiques complexes.29 
 rapport isotopique modifié du zinc montre que les nanoparticules se dissolvent et le zinc 
issu de la dissolution peut être ingéré par des crustacés tels que corophium volutator. Bourgeault et al. 
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de de titane TiO2 marquées
47Ti sur un modèle de moule zébrée.30  
Dans ce contexte, la stratégie adoptée pour suivre les NPOFs dans des matrices biologiques 
complexes a été de les marquer avec un isotope minoritaire stable du fer. Le fer en possède quatre : le 
54, le 56, le 57 et le 58, s naturelles respectives de 5,85%, 91,754%, 2,12% et 0,28%. Pour 
choisir entre les trois isotopes minoritaires disponibles, il faut identifier le meilleur compromis entre la 
sensibilité de la détection de cet isotope minoritaire au sein des échantillons et le coût des précurseurs 
enrichis en isotope minoritaire. E
faibles de NPOFs marquées dans le fond endogène. Par cette logique, il faudrait idéalement travailler 
avec des NPOFs enrchies à 100 % en 58Fe car celui-
helle de la cohorte sur laquelle cette étude devait être menée, le 57Fe nous 
57Fe provenant des nanoparticules de la composition isotopique naturelle en f
complexe (Figure 2.1). Afin de détecter et de séparer les différents isotopes stables du fer provenant de 
la matrice ou des NPOFs, nous avons utilisé la spectroscopie de masse à plasma à couplage inductif 
haute résolution (HR-ICP-MS). Ces travaux initiés par Gaëlle Charron ont été réalisés dans le cadre 
 de Physique 
de Globe de Paris (IPGP).  
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Figure 2.1 : Injection de nanoparticules marquées avec l'isotope 57Fe du fer (A). La matrice biologique complexe 
est de composition isotopique naturelle en fer tandis que les NPOFs sont enrichies en isotope 57Fe, 
 
2.2 -MS 
2.2.1 Appareil ICP-MS 
-MS peut se résumer en trois étapes 
10 
spectromètre de masse où ils sont séparés. Sur un spectromètre de masse à double focalisation (HR-ICP-
magnétique, celles-
la particule. Ainsi, pour les ions extraits du plasma, le rayon de courbure de leur trajectoire est défini tel 
que : 
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Le secteur électrostatique permet quant à lui de sélectionner les ions selon leur énergie cinétique.  
En effet, les ions positifs soumis à un champ électrostatique adoptent une trajectoire circulaire de rayon 
de courbure : 
 
Avec v la vitesse de la particule, E le champ électrostatique et m/z le rapport masse sur charge de 
l'élément. Ces deux secteurs constituent ainsi de véritables filtres permettant de sélectionner les ions de 
en contact avec la première dynode du détecteur. Le nombre d'électrons est ensuite amplifié/multiplié 
par une succession de dynodes induisant ainsi un courant électrique mesurable. On obtient un signal en 
coups par seconde, chaque coup représentant un ion (Figure 2.2). 
 
Figure 2.2 : Principe de l'ICP-MS. L'échantillon à analyser est ionisé par une torche à plasma. Les ions sont ensuite 
dirigés vers le secteur magnétique où une première sélection est réalisée selon leur rapport m/z. Puis 
sélectionnés sont ensuite dirigés vers le détecteur. 
Sur un spectromètre de masse haute résolution (HR-ICP-MS), il est possible de travailler à 
différence de masse atomique (m/ m) entre cet ion et ses interférences (isobariques et/ou 
p -ci est obtenue en faisant varier 
dans la Figure 2.2). Ces fentes, au nombre de 3, permettent d'obtenir 3 résolutions différentes ; la basse 
résolution (LR), la moyenne résolution (MR) et la haute résolution (HR) pouvant séparer les éléments 
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d'intérêt de leurs interférences. Ces résolutions sont caractérisées par un rapport m/ m respectivement 
égaux à 300, 4 000 et 10 000. Ces interférences, polyatomiques et isobariques, sont respectivement dues 
à la formation d'ions polyatomiques dans le plas
 
Dans le cadre de la détection de 57NPOFs dans des matrices biologiques complexes, nous 
-à-dire le 54Fe, 56Fe, 57Fe et 58Fe. Chacun de ces isotopes est 
Pour des raisons de concision, les interférences 
appelées polyatomiques et isobariques associées aux isotopes du fer ainsi que les équations permettant 
de les corriger sont présentées en Annexe 2.  
2.2.2 Quantité de fer exogène dans les matrices biologiques complexes 
La détection des NPOFs enrichies en 57Fe a été réalisée dans plusieurs matrices biologiques 
complexes. Le fer issu des nanoparticules ainsi que celui issu de la matrice complexe contribuent à la 
 à 
différencier par le calcul le fer issu des nanoparticules du fer endogène présent dans la matrice 
biologique.  
On distingue les trois entités suivantes 
complexe, notée m et les nanoparticules marqué 57Fe, notées NPOFs.  
 Notations :  
On note :  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Variable à déterminer 
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Les concentrations 
abondances  
sans nanoparticules et de la solution stock de nanoparticules.  
La variable à déterminer est la concentration en fer provenant des nanoparticules dans 
NPOFs.  
 Relations entre abondances isotopiques et concentrations :  
 
 
 
 Mise en équation :  
de cet isotope provenant de la matrice et des NPOFs. Ainsi, pour les isotopes 56Fe et 57Fe la concentration 
 :  
 
 
Soit en exprimant les concentrations en fonction des abondances isotopiques et de la concentration 
totale en fer :  
 (Eq.2.16) 
 (Eq.2.17) 
En exprimant la concentration en fer totale dans la matrice en fonction des autres variables pour 
 :   
 (Eq.2.18) 
ma 
 :  
 (Eq.2.19) 
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Ainsi, il est possible de déterminer la concentration en fer provenant des nanoparticules dans la 
-ICP-MS permet ainsi de réaliser un 
suivi élémentaire des 57NPOFs. 
2.3 Synthèse des NPOFs  
2.3.1 Synthèse  
Les nanoparticules ont été synthétisées par décomposition thermique à partir du protocole de 
synthèse proposé par Park et al.31 Le mécanisme de formation des nanoparticules par un mécanisme de 
germination-croissance a été décrit par V. LaMer.32 Il se déroule en deux étapes, la nucléation et la 
croissance des germes. Un précurseur métallique, généralement sous forme de complexe est chauffé 
n 
(Figure 2.3, phase I) et induit la formation de germes. Au-
concentration à saturation Cs, les germes formés sont stables est le processus de nucléation (Figure 
2.3 
critique Cs, les germes formés ne sont alors plus stables et se dissolvent. La décomposition du complexe 
induit alors la croissance des germes (Figure 2.3 phase III).  
 
Figure 2.3 : Diagramme de LaMer résumant le mécanisme de formation des nanoparticules. Le complexe 
précurseur se décompose et forme des ions X+ (phase I). Au-dessus d'une concentration critique les 
ions forment des germes, ce qui constitue l'étape de nucléation (phase II). La formation de germes 
plus formés et les ions dans la solution participent au processus de croissance des germes formés 
 
Différents paramètres permettent de contrôler la taille et la polydispersité des nanoparticules ainsi 
formées, tels que la température ou le temps de réaction. Dans le protocole proposé par Park et al., un 
3
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des nanoparticules, initiée par la dissociation des deux autres ligands oléate, se déroule à une température 
e de séparer les processus de nucléation et de croissance 
par un contrôle de la température, et ainsi de synthétiser des nanoparticules monodisperses de taille 
contrôlée.  
Nous avons ainsi suivi ce protocole pour la synthèse de nanoparticules marquées avec 
57Fe. Cependant, ni le complexe oléate de fer, ni le chlorure de fer (III), nécessaires à la synthèse de ce 
dernier, marqués avec le 57
de fer 57Fe2O3 sous forme de micr
33 afin de former le chlorure de fer marqué à partir du précurseur 
marqué tout en minimisant les contaminations en fer de compositions isotopique naturelle liées à 
57Fe2O3 
organique par extraction liquide-li
complexe Fe(oléate)3 
des nanoparticules sont présentées dans la Figure 2.4. 
 
Figure 2.4 : Synthèse de nanoparticules marquées avec l'isotope 57Fe à partir de l'oxyde de fer microparticulaire 
57Fe2O3
fer. Après extraction organique la formation du complexe fer-
de sodium. Puis la décomposition thermique de ce complexe ind
nanoparticulaire 57Fe2O3. 
2.3.2 Enrobage des NPOFs  
synthèse par décomposition thermique, proposé par Park et al.. Cependant cette synthèse est réalisée en 
solvant organique et les NPOFs synthétisées sont stabilisées par des chaînes aliphatiques, en particulier 
biologique aqueux. Afin de pouvoir les transférer en milieu aqueux, il est nécessaire de modifier leur 
surface chimiquement et de les rendre hydrophiles. Une première stratégie consiste à construire un 
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enrobage hydrophile autour de la couche de ligands aliphatiques native en utilisant des polymères 
amphiphiles (Figure 2.5
les chaînes aliphatiques tandis que leurs blocs hydrophiles sont exposés vers la solution.34 Cette stratégie 
préserver les propriétés de celui-
ci. Néanmoins, cet enrobage a tendance à augmenter drastiquement la taille en solution des nano-objets. 
Une autre stratégie consiste à substituer les ligands aliphatiques par des ligands hydrophiles ayant une 
bonne affinité pour le fer (Figure 2.5, stratégie 2). Ceci permet de fonctionnaliser les NPOFs au plus 
pas à maintenir les ligands de 
dans un milieu biologique. Les ligands de surface se désorbent, ce qui occasionne généralement une 
perte de stabilité collo  
Nous avons retenu une stratégie intermédiaire entre ces deux approches, mise au point par 
35 part un 
des brin latéraux de PEG conférant aux NPOFs une bonne hydrophilie (Figure 2.5, stratégie 3). La 
dopamine a été retenue comme bloc chélatant car elle comporte un motif catéchol, connu pour présenter 
une forte affinité pour les atomes de fer. La présence de multiples unités dopamine sur un même brin 
sque
« chélate 
Mattoussi et son équipe ont réussi à obtenir des NPOFs stables sur une très large gamme de pH. Le 
(anhydride 
poly(isobutylène-alt-maléique) sur 
sur les NPOFs, et des dérivés du PEG. Les dérivés du PEG greffés sont soit monofonctionnel, ils 
présentent un groupement amine permettant leur greffage sur le PIMA et un groupement méthoxy en 
bout de chaîne, soit bifonctionnels (PEG-NH2). Ces derniers possèdent deux groupements amines situés 
via les 
-ci (Figure 2.5, B). Cette fonctionnalité 
sera exploitée dans le chapitre suivant.  
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Figure 2.5 : Les différentes stratégies d'enrobage des NPOFs (A). La stratégie 3 a été retenue pour l'enrobage des 
NPOFs avec le polymère Dopa-PIMA-PEG. La structure de celui-
(noir) sur laquelle sont greffés des motifs dopamine (bleu) et des PEG monofonctionnels (gris) et 
biofonctionnels (violet) (B).  
2.4 Conclusion 
le 57Fe. Celui-ci détecté par HR-ICP-MS peut être différencié du fer endogène par les équations 
présentées dans la section précédente. Afin de pouvoir disperser les NPOFs enrichies en 57Fe, notées 
57NPOFs, dans des milieux aqueux, nous avons choisi de les enrober avec un polymère biocompatible, 
le Dopa-PIMA-PEG. Dans la section suivante, nous aborderons la stratégie développée pour marquer 
cet enrobage afin de le détecter et le suivre dans des milieux biologiques complexes.  
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3.
3.1.1 Stratégie du double marquage par des complexes de lanthanides 
st un facteur déterminant la stabilité des nanoparticules, leurs 
interactions avec les protéines endogènes et a fortiori 
les 57NPOFs avec le polymère Dopa-PIMA-PEG. Sa structure est rappelée dans la Figure 3.1. 
fonctionnalisées. Aussi, le polymère sera marqué via ces amines primaires. 
 
Figure 3.1 : Structure du polymère Dopa-PIMA-PEG utilisé pour l'enrobage des 57NPOFs. Celui-ci possède des 
amines primaires en bout de chaîne sur lesquelles seront greffées les traceurs du polymère (étoile 
rouge). 
des charges auquel celui-ci doit répondre. Il ne doit pas présenter de toxicité aigüe après injection in 
vivo. Pour une détection efficace dans des matrices biologiques complexes, celui-ci doit avoir une 
abondance endogène négligeable. Enfin, il doit pouvoir réagir avec des amines primaires afin de se lier 
efficacement et durablement au Dopa-PIMA- avec 
des complexes de lanthanides. En effet, la concentration endogène en ces éléments est négligeable voire 
36 On pourra notamment citer le gadolinium (Gd) déjà approuvé en clinique en tant 
complexes de gadolinium, ont obtenu une autorisation de mise sur le marché en 2000 et 1989, 
re
lanthanides Lt-p-SCN-Bn-DOTA qui répondent au cahier des charges susmentionné. Les lanthanides 
sont complexés à un ligand polydentate de type cyclène et sont fonctionnalisés avec un isothiocyanate 
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qui peut réagir avec une amine primaire. La réaction de marquage du polymère avec le complexe de 
lanthanide, noté CPX-Lt est présenté dans la Figure 3.2.  
 
Figure 3.2 : Marquage du polymère Dopa-PIMA-PEG avec le complexe de lanthanide Lt-p-SCN-Bn-
DOTA.37 
Bien que ces ligands, analogues aux éthers couronnes, sont définis par une constante de 
in vivo pourrait 
décoordiner le lanthanide de son complexe. Afin de ne pas attribuer à mauvais escient une disparition 
lanthanide est in
57
de ligands endogènes. En suivant le rapport du signal issu des deux lanthanides, soit le rapport Gd/Tm, 
rapport reste constant, le couplage entre les lanthanides et le polymère reste stable. La Figure 3.3 
-dessus.  
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Figure 3.3 : Evolution du rapport des lanthanides Gd/Tm en fonction de l'intégrité des complexes de lanthanides. 
Dans le scénario (A), les lanthanides restent couplés au complexe (CPX), le rapport Gd/Tm est 
constant. Dans le scénario (B), le gadolinium est progressivement décoordiné du CPX, entrainant une 
diminution du rapport Gd/Tm.  
3.1.2 Méthodes  
Nous avons choisi de coupler les complexes de lanthanides sur le polymère avant de le greffer sur 
les 57NPOFs. En effet, le greffage de ceux-
scénario inverse, où les lanthanides seraient greffés sur le polymère enrobant au préalable les 57NPOFs, 
la présence de potentiels agrégats de 57NPOFs pourraient favoriser le greffage sur une seule partie des 
57 57NPOFs (Figure 3.4).  
 
Figure 3.4 : Schéma de synthèse des 57NPOFs enrobées par du polymère Dopa-PIMA-PEG marqué avec les 
complexes de lanthanide. Après synthèse du polymère Dopa-PIMA-PEG, les complexes de lathanides 
y sont greffés. (A). Après le double marquage il est mis en présence des 57NPOFs (B). 
Les 57NPOFs enrobées du polymère Dopa-PIMA-PEG marqué avec les complexes de lanthanides 
seront notées LT57NPOFs.  
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4. Conclusion
Après injection intraveineuse de NPOFs enrobées, plusieurs questions se posent : quelle est leur 
biodistribution ? Comment sont-elles dégradées ou autrement dit, quelles sont les entités libérées suite 
à leur dégradation ? Quelles sont alors les dynamiques de circulation temporelles et spatiales des 
produits issus de la dégradation ? Pour r
57Fe et de marquer leur enrobage avec des lanthanides (Figure 
4.1).  
 
Figure 4.1 
inorganique (vert) et de l'enrobage (cercle rouge) permet de suivre leur accumulation et leur 
persistance, et également de caractériser leur dégradation ainsi que les dynamiques temporelles et 
spatiales des produits issus de la dégradation. 
57Fe 
développée pour 
détection et de quantification des 57NPOFs en HR-ICP-MS seront évaluées dans des matrices 
biologiques complexes modèles appelées matrices de validation. Après avoir valider la méthode 
57NPOFs in vivo à travers 
in vivo afin de 
caractériser les 57NPOFs et leurs produits de dégradation (Figure 4.2).  
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57NPOFs 
in vivo 
spatiales et temporelles des LT57 Figure 4.2). 
 
Figure 4.2 : Etude du devenir des 57NPOFs et LT57NPOFs présentées dans les chapitre 2 & 3. 
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Chapitre 3 : Détection des 57NPOFs 
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Ce chapitre se concentre sur la détection et le suivi des NPOFs enrichie au 57Fe, les 57NPOFs. 
Nous présenterons dans une première partie les résultats de la synthèse des 57NPOFs ainsi que leurs 
57NPOFs dans des matrices biologiques modèles, les matrices de validation. Enfin dans une dernière 
partie nous étudierons la faisabilité du double suivi élémentaire et magnétique des 57NPOFs in vivo à 
travers une étude pilote sur une période de 24 heures. 
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1. 57Fe
Les 57NPOFs ont été synthétisées selon le protocole présenté dans le chapitre 2. Nous présenterons 
dans cette partie les différentes caractérisations des 57NPOFs ainsi synthétisées. 
1.1 Taille des NPOFs 
La disponibilité du précurseur de 57 oxyde de fer micrométrique seulement nous 
a contraint à rajouter au protocole de Park et al. des étapes supplémentaires non rapportées dans la 
littérature auparavant. Le coût de ces précurseurs isotopiquement enrichis ne permettant pas des essais 
multiples, nous avons dans un premier temps optimisé les paramètres de synthèse en utilisant un 
marché). La Figure 1.1 donne les distributions en taille de deux synthèses typiques à partir du précurseur 
 
 
Figure 1.1 : Image de MET pour deux synthèses de NPOFs avec le précurseur non marqué 
Sur la Figure 1.1, on observe deux distributions en taille autour de 5 nm et de 20 nm pour les deux 
synthèses. On constate également la présence de deux formes de nanoparticules : des NPOFs sphériques 
(Figure 1.1 (gauche)) et cubiques (Figure 1.1 (droite)). Les deux distributions en tailles sont 
probablement dues à la présence de contaminations induites par la verrerie et la sonde de température. 
entités ferriques additionnelles peut induire une germination ou une croissance 
et al.. Néanmoins, 
différences de quali et al., 
la vitesse de montée en température et la température de nucléation et croissance sont des facteurs 
déterminants sur la taille et la forme des particules.37 Or notre montage (chauffe-ballon couplé à un 
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contrôleur de puissance lui-même asservi à une sonde de température) ne nous a pas permis de respecter 
le gradient de température de 3,3°C/min recommandé dans le protocole original. Toujours 
protocole, une réaction sévère est observée lorsque la température de la solution atteint 320°C et la 
 temps variable, à plus ou moins 
dix minutes. Ainsi, le contrôle médiocre exercé sur les rampes de montée en température et les durées 
des paliers de températures appliquées occasionnent des variations importantes de temps de chauffe 
total, qui est donc su
et al.. La vitesse de chauffage non constante et la variabilité du temps de chauffage des nanoparticules 
 de la synthèse, on observe 
systématiquement une baisse de température de la solution entre 300°C et 320°C, correspondant à la 
dissociation de deux des ligands oléate du complexe. Celle-ci caractérisant le début de la croissance des 
nanoparticules, nous avons décidé de prendre ce phénomène comme point de référence à partir duquel 
la solution est chauffée pendant trente minutes. Après optimisation de ces paramètres, les nanoparticules 
obtenues sont de forme cubique et présentent une distribution en taille autour de 10 nm (Figure 1.1).  
 
Figure 1.2 : Images de MET et distribution en taille de quatre synthèses de NPOFs à partir du précurseur d'oxyde 
de fer non marqué. 
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La synthèse des 57NPOFs à partir du précurseur isotopiquement marqué 57Fe2O3 a été réalisée dans 
des conditions similaires aux synthèses présentées dans Figure 1.2 
± 
2,6 nm) (Figure 1.3). 
 
Figure 1.3 : Image de MET et distribution en taille des 57NPOFs synthétisées avec le précurseur marqué 57Fe2O3 .  
Les nanoparticules synthétisées en phase organique sont ensuite enrobées par un polymère 
amphiphile et transférées en phase aqueuse, dans du sérum physiologique, milieux classique d
in vivo.  
1.2 Enrobage des NPOFs 
1.2.1 Caractérisation du polymère par spectroscopie infra-rouge 
dérivés du PEG. La chaîne principale PIMA est constituée 
greffés les groupements additionnels aminés via 
temps, la dopamine et le PEG monofonctionnel réagissent avec la chaîne PIMA, puis est ajouté le PEG 
bifonctionnel, noté PEG-NH2 (Figure 1.4).  
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Figure 1.4 : Etapes de synthèse du polymère Dopa-PIMA-PEG. 
La formation du polymère Dopa-PIMA-
et la formation de liaisons amides peut être caractérisée par spectroscopie infra-rouge. La Figure 1.5 
représente les spectres infra-rouge des réactifs PIMA et PEG-NH2 et du polymèe Dopa-PIMA-PEG 
ydrides maléiques est caractérisée 
par deux pics à 1766 cm-1 et 1841 cm-1. Sur le spectre correspondant au polymère Dopa-PIMA-PEG, le 
-1. Cette vibration 
carboxyliques et de liaisons amides. On constate également une bande vers 1090 cm-1 correspondant à 
-N des amides et C-O des éthers. Ce pic est également présent sur 
le spectre du PEG-NH2, confirmant le greffage de celui-ci sur la chaîne PIMA. On observe enfin la 
e vers 3250 cm-1 
et NH2 issues des acides carboxyliques et des amines primaires. Cette bande peut aussi témoigner de 
-PIMA-PEG. Enfin les pics multiples situés entre 2700 cm-1 
et 3000 cm-1 - -rouge du 
alisation du PIMA par le PEG-NH2.   
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Figure 1.5 : Spectre infra-rouge du PIMA (A), du PEG biofonctionnel (B) et du polymère Dopa-PIMA-PEG 
synthétisé. 
Le polymère Dopa-PIMA-PEG ainsi synthétisé est ensuite mis en présence des 57NPOFs dans un 
-
PIMA-PEG et les 57NPOFs (avant et après enrobage par le Dopa-PIMA-PEG) y sont solubles, ce qui 
nuit à 50°C, les 57NPOFs qui initialement étaient insolubles en milieux aqueux se dispersent dans ceux-
57NPOFs sont ensuite transférées 
in vivo. 
162 
 
1.2.2 Taille des 57NPOFs enrobées 
hydrodynamique a été analysé par diffusion dynamique de la lumière (DDL). En comparaison avec la 
taille inorganique des 57NPOFs mesurée à partir des images de MET, la mesure du diamètre 
hydrodynamique considère la taille des 57NPOFs enrobées du polymère ainsi que la sphère de solvatation 
formée en solution aqueuse. Le graphe représentant le diamètre hydrodynamique en fonction de 
± ± 40,7 nm) 
caractéristiques des 57 57NPOFs, respectivement 
(Figure 1.6). Les mesures pour les 57NPOFs individuelles sont légèrement supérieures à celles obtenues 
en MET car les couches de polymère et la sphère de solvatation sont incluses dans la mesure du diamètre 
à nombre de particules égal, des particules de plus grand diamètre diffuseront plus efficacement que des 
ainsi pas directement représentative de la distribution en nombre de particules en fonction de la taille : 
si les nanoparticules correspondantes sont largement minoritaires
ution en nombre des NPs en fonction du diamètre à partir de la distribution 
solvant.  
Figure 1.6, on observe un seul pic à 8,5 nm (± 2,6 nm) correspondant aux 57NPOFs 
individuelles. Celles-
le sérum physiologique. Néanmoins, le diamètre hydrodynamique calculé en fonction du nombre de 
57
utilisant de nombreuses approximations de la distribution en nombre réalisé à partir de la mesure de la 
distribution en intensité. 
 
Figure 1.6 : Distribution du diamètre hydrodynamique des 57NPOFs en intensité (A) et en nombre (B). 
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En conclusion de cette partie dédiée à la synthèse des 57NPOFs, le protocole de décomposition 
thermique décrit par Park et al. avec quelques modifications et étapes additionnelles a permis de 
synthétiser des 57 ue de taille égale à 9,4 nm (± 2,6 nm) 
57Fe.  
1.3 Composition isotopique 
La synthèse des 57 57Fe2O3 enrichi à 
95,47 % en 57Fe. La composition isotopique de la solution de 57NPOFs synthétisées a été déterminée par 
HR-ICP-
isotope a été d
de chaque isotope, calcul présenté dans le chapitre précédent (Figure 1.7).  
 
Figure 1.7 : Composition isotopique du fond endogène, du précurseur et des 57NPOFs pour l'élément fer. 
57Fe des 57
contaminations durant les étapes de synthèse des 57NPOFs, cette dernière ayant été effectuée sous une 
hotte classique de ch 57Fe des 
57NPOFs, on constate que celui- 57Fe, égale 
à 2,12%, ce qui confère aux 57NPOFs synthétisée un fort contraste isotopique par rapport au fond de fer 
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endogène. La concentration totale en fer de la solution de 57NPOFs mesurée en HR-ICP-MS est de 0,72
µg/L. 
Nous avons ainsi élaboré des 57 57Fe pouvant être distinguées du 
fer endogène dans des matrices biologiques complexes. Ces 57NPOFs ont été synthétisées pour créer un 
-à-dire des 
performances pour le diagnostic ou la thérapeutique. Dans le paragraphe suivant, les propriétés 
physiques des 57
57NPOFs et de leur efficacité en  
1.4 Propriétés magnétiques 
57NPOFs en fonction du champ magnétique appliqué ont été réalisés 
à différentes température, 3,9 K, 200 K et 298 K, et pour des champs compris entre -5 T et 5 T (Figure 
1.8 (A)).  
 
Figure 1.8 : Propriétés magnétiques des 57NPOFs. Cycles d'aimantation pour des champs compris entre -5T et 5T 
mesurés pour des températures de 3,9K (cercles blancs), 200K (triangles bleus) et 298K (carrés 
noirs) (A).  
57NPOFs possèdent une aimantation 
s 57NPOFs ont un 
température, le temps de relaxation est plus grand que le temps de mesure, les moments magnétiques ne 
se renversent pas durant cette période, ils sont dits dans un état bloqué. Cette température, appelée 
 
165 
 
de la température (Figure 1.9
 entre 5 K et 300 K sous un champ 
magnétique constant égal à 50 Gauss, la courbe ZFC, pour Zero Field Cooled, est ainsi obtenue. A basse 
température, proche de 5 K, les moments magnétiques sont bloqués dans des directions aléatoires, le 
temps de relaxation 
ion atteint un maximum lorsque 
température de blocage des 57NPOFs synthétisées, déterminée à partir de la courbe ZFC, est de 84 K. La 
courbe FC, pour Field 
champ magnétique, ainsi les moments magnétiques sont alignés selon ce champ à basse température. 
-dessus de Tb, la 
courbe FC se superpose à la courbe ZFC.  
 
Figure 1.9 : Détermination de la température de blocage des NPOFs. Courbe ZFC (gris) et FC (rouge). 
Les propriétés de contraste en IRM des 57NPOFs ont été évaluées par la mesure des temps de 
relaxation longitudinaux et transversaux pour différentes concentrations en fer à température ambiante. 
La détermination des temps de relaxation a été réalisée sur un appareil IRM à 4,7 T. Les taux de 
relaxation Ri et la relaxivité ri sont calculés à partir des temps de relaxation Ti tels que :  
 (Eq.1.1) 
La Figure 1.10 présente les images acquises en IRM pondérées en T1 et T2 de la solution de 
57NPOFs (A et B) ainsi que le taux de relaxation Ri en fonction de la concentration des 57NPOFs. 
166 
 
 
Figure 1.10 : Images pondérées en T1 (A) et en T2 57NPOFs à différentes concentrations. 
Taux de relaxation R1 (C) et R2 (D) en fonction de la concentration, mesurés à 4,7 T. 
57NPOFs, démontrant la 
57NPOFs synthétisées (Figure 1.10 (A et B)). La variation des taux de relaxation R1 et R2 en fonction de 
relaxivités r1 et r2 sont dé -
1.s-1 et 81 mM-1.s-1, respectivement. La valeur de la relaxivité transversale r2, proche de la valeur de 
40 Le Tableau 4, montre que les 
57NPOFs synthétisées sont de bons agents de contraste négatifs.  
 
Tableau 4 : Valeurs de relaxivités pour 
4,7 T et comparaison avec les57NPOFs synthétisées. 
1.5 Conclusion 
En adaptant le protocole proposé par Park et al., nous avons synthétisé des 57NPOFs cubiques 
9,4 nm (± 2,6 nm) et enrichies à 91 % en 57Fe. La Figure 1.11 récapitule les différentes 
étapes de la synthèse des 57NPOFs présentées dans cette section, depuis la synthès
-PIMA-PEG.  
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Figure 1.11 : Etapes de la synthèse des 57NPOFs enrobées de Dopa-PIMA-PEG. 
Ces 57
ce chapitre est consacrée à la détection de ces 57NPOFs dans des matrices biologiques complexes et in 
vivo. Nous avons cependant été limitées par la quantité de 57NPOFs synthétisées. Cette limitation est 
matières non négligeables durant les étapes additionnelles de synthèse et de purification. A titre 
57Fe correspondant à 112 mg en fer, la masse 
de fer obtenue dans la solution de 57NPOFs après synthèse, enrobage et purification est égale à environ 
31 mg, soit un rendement de 28 %.   
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2. Suivi élémentaire des 57NPOFs matrices de validation
La détection des 57
incorporant ces 57
fond endogène de fer. Lorsque la contribution exogène est négligeable devant la contribution endogène, 
le rapport entre les concentrations endogène et exogène de fer constitue donc le facteur limitant de la 
méthode de suivi de la biodistribution envisagée ici.  
Avant de pouvoir suivre les 57NPOFs in vivo
-à- 57NPOFs exogènes pouvaient être quantifiées au 
milieu du fond endogène, à des concentrations pertinentes vis-à-vis des concentrations attendues in vivo 
capacités de détection et de quantification sur des matrices biologiques complexes modèles par suivi 
élémentaire en HR-ICP-MS. Pour cela des quantités connues de 57NPOFs ont été ajoutées aux matrices 
puis comparées aux valeurs calculées à partir des intensités en HR-ICP-MS mesurées pour les différents 
isotopes du fer (équations présentées dans le chapitre 2). 
Idéalement les capacités de détection et de quantification des 57NPOFs devraient être caractérisées 
in vivo.  En pratique, les 
quantités de 57NPOFs et le coût de celles-ci ne nous ont pas permis de tester ce modèle sur chaque 
organe. Nous avons fait le choix de sélectionner quatre matrices biologiques dont deux solides et deux 
liquides. Ce choix repose entre autres, sur la concentration en fer endogène des tissus biologiques qui 
est donnée dans le Tableau 5 en partie par million (ppm). Pour les matrices biologiques liquides, nous 
avons retenu le sang et les urine comme matrices complexes modèles. Le fer endogène dans les urines 
± 1,9 ppm) et à 215 ppm (± 22 ppm) dans le sang. Aussi le choix de ces matrices 
voir tester la méthode de traçage dans deux environnements limites : une 
t le cas du sang, et une 
mieux les performances analytiques de la méthode. Cependant, la rate ne 
dé dans 
Celui-
ux sacrifiés. Aussi nous avons retenu le foie comme 
une des matrices complexes modèles solide. Les selles, étant le deuxième tissu présentant une 
contribution en fer endogène importante a également été retenue comme matrice complexe modèle.  
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Tableau 5: Concentration en fer endogène en ppm de différents organes et liquides biologiques. 
à déterminer la plage de concentration en fer exogène à laquelle elle était sensible. Aussi, les quantités 
de 57NPOFs à ajouter dans chaque matrice couvrent plusieurs décades. La gamme de concentrations 
57NPOFs dans 
chaque matrice. Celle-ci est calculée en considérant que la totalité des 57NPOFs est localisée dans un 
organe en particulier après injection intraveineuse. Pour chaque matrice, six quantités différentes de 
57NPOFs ont été ajoutées. 
2.1 Exemple de la matrice complexe « foie » 
2.1.1 Détermination des quantités de 57NPOFs à ajouter 
Pour chaque matrice, il faut préciser les quantités de 57
57NPOFs maximale par tissu en considérant que la totalité des 57
accumulée dans celui-ci. On considère que la dose injectée par voie intraveineuse est de 56 µg en 57Fe 
57
µg/g soit 43,6 ppm dans le foie. Pour faciliter la lecture des graphes et la comparaison des différentes 
données, les concentrations dans cette section seront exprimées en ppm (ce qui correspond à des µg/g 
pour les matrices solides et à des µg/mL pour les matrices liquides). Comme précisé ci-dessus, nous 
 436 ppm à 43,6.10-4 ppm. Six 
échantillons, notés Val-x ont été préparé en ajoutant la quantité de 57NPOFs nécessaire aux matrices foie 
pour obtenir les concentrations désirées. Les valeurs des concentrations obtenues expérimentalement 
pour chaque échantillon Val-x sont données dans le Tableau 6. 
 
Tableau 6 : Concentration expérimentales des 57NPOFs dans les matrices foie pour les échantillons de validation 
Val-x. 
170 
 
2.1.2 Préparation des échantillons 
-x où une quantité de 57NPOFs a été 
ajoutée et les échantillons Val-m correspondant aux matrices foie sans ajout de 57NPOFs. Après avoir 
prélevé les foies, ceux-ci sont divisés et pesés pour préparer les échantillons Val-x et Val-m. Pour les 
échantillons Val-x les 57NPOFs ont été ajoutées pour obtenir les concentrations données dans le Tableau 
6.  
Après ajout des 57NPOFs dans les matrices, les échantillons Val-
57NPOFs. Après 
-ICP-
MS nécessite des solutions homogènes diluées
Aussi, des étapes de dilution additionnelles sont nécessaires pour obtenir des concentrations en fer 
-ICP-MS. Les étapes de préparation des échantillons Val-x et Val-m 
Figure 2.1. 
 
Figure 2.1 : Etape de préparation des échantillons pour les matrices de validation, depuis le prélèvement des 
matrices jusqu'à l'analyse des échantillons. 
2.1.3 Analyse des données HR-ICP-MS 
-ICP-MS, on obtient les intensités de chaque isotope 
considéré. Le traitement numérique qui est présenté dans le chapitre 2 permet ensuite de calculer la 
concentration en 57Fe issus des 57NPOFs de chaque échantillon analysé. En effet, la préparation des 
-ICP-MS nécessite la dissolution complète des 57NPOFs, ainsi le 57Fe 
détecté en HR-ICP- 57NPOFs et 
mesurée en HR-ICP-MS sera donc noté 57Fetot. Les étapes de dispersion/dilution sont ensuite considérées 
pour obtenir la masse de 57Fetot dans les échantillons Val-x. Cette masse est par la suite normalisée par 
57Fetot par gramme de tissu (Eq. 
2.1). 
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 (Eq.2.1) 
Les courbes de validation expriment la concentration C(57Fetot) mesurée en HR-ICP-MS, soit 
calculée à partir des intensités mesurées en HR-ICP-MS en fonction de la concentration C(57Fetot) de 
référence ajoutée aux matrices, données dans le Tableau 6.  
A partir de ces données, la précision de la concentration estimée ainsi que la limite de détection 
de la mesure sont déterminées. La précision de la concentration estimée est déterminée à partir de la 
déviation standard, ou résidu moyen, calculée pour le modèle (RMSE pour Root Mean Square Error) 
définie telle que :  
 (Eq.3.3) 
Avec  la concentration estimée en HR-ICP-MS, , la concentration estimée par le modèle 
précision de la concentration estimée des 57NPOFs est égale à 2,1 ppm.  
La courbe de validation pour la matrice foie est représentée Figure 2.2. Pour une meilleure 
lisibilité, on représente également cette courbe en échelle logarithmique (Figure 2.2 (B)). 
 
Figure 2.2: Détection des 57NPOFs dans le foie. Courbes représentant la concentration C(57Fetot) mesurée en HR-
ICP-MS en fonction de la concentration C(57Fetot) de référence ajoutée aux échantillon en échelle 
linéaire (A) et en échelle logarithmique (B). 
On constate que pour la matrice foie la concentration en fer exogène varie linéairement avec la 
ite sur les six décades explorées. La pente de la régression 
linéaire conduit au taux de recouvrement de la méthode analytique, à savoir la quantité de 57Fe issu des 
57NPOFs détectée par rapport à celles effectivement présentes. Pour la matrice foie, on obtient un taux 
-à-  
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HR-ICP-
concentration en milieu de gamme, ce qui est très satisfaisant. 
2.2 Résultats des matrices de validation 
A partir du raisonnement présenté ci-dessus, les courbes représentant les concentrations estimées 
en HR-ICP-MS en fonction des concentrations de référence ont été tracées pour les trois autres matrices, 
à savoir les urines, les selles et le sang (Figure 2.3).  
 
Figure 2.3 : Détection des 57
la concentration C(57Fetot) mesurée en HR-ICP-MS en fonction de la concentration C(57Fetot) de 
référence ajoutée aux échantillons en échelle linéaire (A, C, E) et en échelle logarithmique (B, D, 
F). 
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Pour chacune des matrices, on constate que la concentration en fer exogène détectée varie 
57NPOFs sur les six décades explorées. Les taux de 
on pour les matrices urine et sang sont respectivement égales à 1,2 
% et 6,7 % de la concentration de milieu de gamme. Pour le sang et les urines, on constate un léger effet 
 
matrice est dû à la concentration endogène en fer qui est plus élevée dans le sang (215 pm ± 22 ppm) 
que dans les urines (3,5 ppm ± 1,9 ppm). On observe pour les fèces, un taux de recouvrement faible, à 
hauteur de 25 %. 
la matière organique et de dissoudre les 57NPOFs. Une hypothèse pour expliquer ce taux de 
adapté pour la 
organique.25,41 Ici, la digestion a 
 
Les résultats obtenus pour les matrices de validation montrent que le marquage isotopique avec 
le 57Fe des 57NPOFs permet de les détecter sélectivement dans des matrices biologiques complexes, à 
des concentrations qui couvrent si décades de concentrations. La Figure 2.4 dresse un bilan des résultats 
obtenus dans cette section pour les matrices de validation. 
 
Figure 2.4 : Bilan des caractéristiques et des résultats obtenus pour les matrices de validation. 
Nous avons ensuite vérifié que les concentrations des 57NPOFs détectées aux temps courts dans 
les organes de souris injectées se situaient dans la gamme de linéarité de la méthode détection. 
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3. Détection in vivo étude pilote
57NPOFs dans des matrices biologiques 
complexes par analyse élémentaire, nous avons appliqué cette méthode pour leur détection in vivo. Afin 
in vivo, nous avons réalisé une première 
expérience sur un échantillon réduit de souris, soit trente souris, constituant une première preuve de 
57NPOFs 
synthétisées, et 57NPOFs in vivo.  
3.1 Méthodologie 
étude du devenir des 57NPOFs sur une période de six mois. Or la mesure de la concentration en fer 
endogène dans les organes foie, rate, rein et poumons pour des souris de six semaines et six mois montre 
des différences significatives entre ces deux âges (Figure 3.1
dans la rate pour les souris de six semaines est égale à 300 µg/g et pour les souris de six mois augmente 
57NPOFs a été réalisée sur ces deux populations pour évaluer 
les effets de matrice.  
 
Figure 3.1 : Concentrations en fer endogène dans différents organes pour des souris âgées de six semaines et de 
six mois. 
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Ces expériences in vivo
 Elevage Rongeurs Inserm 
A751532
. Avant 
les expériences, les animaux 
nourri avec un régime standard tout au long des expériences. 
Six groupes de cinq souris ont été constitués. Les groupes 1, 3 et 5 sont constitués de souris âgées 
de six semaines et les groupes 2, 4 et 6 de souris âgées de six mois. Les groupes 1 à 4 ont été injectés 
-orbital. Les souris des groupes 1 et 2 
 
57NPOFs. Avant sacrifice, 
une solution de kétamine-xylazine est administrée aux souris en intrapéritonéale qui permet analgésie et 
sédation suffisantes pour des procédures chirurgicales. Les souris sont ensuite sacrifiées par ponction 
cardiaque, permettant également de prélever le sang. Les organes foie, rate, reins et poumons sont 
ensuite prélevés. Chaque organe prélevé est ensuite pesé puis partagé en quatre morceaux afin de réaliser 
toutes les analyses nécessaires.  
Le fer exogène issu des 57NPOFs et noté 57Fetot a été quantifié par HR-ICP-MS. Pour les analyses 
HR-ICP- Figure 2.1. Chaque 
morceau d
-ICP-MS, soit à une concentration totale en fer 
inférieure à 0,1 ppm.  
Le fer superparamagnétique issu des 57NPOFs et noté 57FeSP a été quantifié par RFM. Pour les 
ux-
est insérée dans des tubes en quartz puis analysée en RFM.  
Le prélèvement des échantillons ainsi que leur préparation pour les analyses HR-ICP-MS et RFM 
est décrit dans la Figure 3.2. 
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Figure 3.2 : Design de l'expérience in vivo. Six groupes de souris ont été analysés, quatres injectés avec des 
57NPOFs et deux groupes contrôles. Après sacrifice des souris, les organes foie, rate, rein, poumons 
et le sang sont prélevés. Après échantillonnage de chaque organe, ceux-ci sont pesés. La 
quantification du fer magnétique et total est réalisée par HR-ICP-MS et RFM.  
s 
nanométrique des 57NPOFs, les organes ont été analysés en MET. Pour les analyses en MET, les 
échantillons prélevés sont fixés dans une solution glutaraldéhyde/cacodylate pendant 24 heures puis 
observation en MET 
-ci ont 
 
57NPOFs ont été analysées par histologie. 
Les échantillons prélevés sont fixés dans une solution de paraformaldéhyde pendant 24 heures puis 
 
Enfin, la biodistribution des 57NPOFs a été suivi par IRM en collaboration avec Gwennhael Autret 
 
analyser les urines et les selles. 
3.2 Biodistribution 
Une souris a été suivie par IRM entre quarante minutes et un jour a 57NPOFs. 
57NPOFs, constituant la souris contrôle, 
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notée pré-injection. Le suivi IRM a été réalisé sur un appareil Biospec 47/40 USR possédant un aimant 
de champ magnétique 
2* 
e gazeuse avec de 
rythme cardiaque est également suivi par électrocardiogramme.  
57 organisme. La Figure 3.3 
-injection (A), et 40 (B), 73 (C), 107 (D) minutes et un jour (E) après 
injection. On observe que le contraste 
modifié de manière significative après injection des 57
des 57NPOFs, en effet ces organes deviennent plus sombres en IRM pondérée en T2*. Ainsi, après 
injection intraveineuse de NPOFs, celles-ci se retrouvent majoritairement localisées dans le foie et dans 
la rate.  
 
Figure 3.3 : Suivi de la biodistribution des 57NPOFs dans le foie (flèches rouge), dans les reins (flèches vertes), 
dans la rate (flèche jaune) et dans la vessie (flèche bleu). IRM d'une souris non injectée (gauche) et 
40, 73, 107 minutes et un jour après injection. Séquence écho de gradient FSPGR pondérées 
T2*(TR/TE = 300/10 ms) 
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A défaut de quantifier les NPOFs de manière exacte, il est possible de comparer les signaux (St) 
57NPOFs 
que mesure. On peut définir 
 :  
 (Eq.3.5) 
Avec St le signal IRM au temps t après injection et St=0 le signal IRM avant injection.  
La Figure 3.4 montre la variation du contraste pour chaque organes 40, 73, 107 minutes et un jour 
57NPOFs. On obse
57NPOFs transite par les reins 73 et 107 minutes après 
% dans le foie 40 
minutes pour le foie. Pour la rate, celui-  
 
Figure 3.4 : Pourcentage d'augmentation de contraste pour les organes rate, foie, reins et vessie, calculé d'après 
l'équation (3.3) à 40, 73, 107 minutes et un jour après l'injection de 57NPOFs. 
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57NPOFs sont majoritairement localisées dans le foie 
et dans la rate.  
Des analyses histologiques ont été réalisées sur ces tissus pour évaluer la répartition des 57NPOFs 
ermis de visualiser 
les 57NPOFs dans chaque tissu, après une coloration spécifique du fer (PEARLS). Néanmoins, après 
injection des 57
histologie. En accord avec les résultats obtenus en HR-ICP-MS, on a constaté une coloration bleue plus 
importante en histologie pour les coupes de rates des souris six mois, caractérisant une concentration en 
fer plus importante.  
Des coupes des organes foie et rate ont été analysées en MET afin de localiser les 57NOFs au sein 
(Figure 3.5 (A & B)). Dans la rate on constate la présence de globule rouge et de macrophages (Figure 
3.5 (C & D)).. 
 
Figure 3.5 
et de cellules de Kupffer dans le foie et dans la rate la présence de globules rouges et de macrohages. 
Les organites cellulaires sont notés en blanc (N : noyaux, m : mitochondrie, lys : lysosomes, Re : 
réticulum endoplasmique) 
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On constate que les 57NPOFs sont confinées dans les compartiments endo/lysosomaux des 
macrophages dans le foie et dans la rate, ces observations sont en adéquation avec les résultats de 
plusieurs études antérieures.24,25,38 Et en particulier dans des cellules de Kupffer dans le foie(Figure 3.6). 
 
Figure 3.6 : Images de MET des 57NPOFs (flèches rouge) dans le foie et dans la rate, à une heure (A, C) et un jour 
après injection (B, D). 
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3.3 Quantification du fer exogène provenant des 57NPOFs par HR-ICP-MS 
Le fer exogène provenant des nanoparticules a été quantifié par HR-ICP-MS dans les organes 
foie, rate, reins et poumons, et également dans le sang. Dans un premier temps, nous avons comparé nos 
mesures à celles obtenues pour les courbes de validation. Notre stock de 57NPOFs étant limité, ainsi pour 
 : le foie. Nous exportons 
donc 
organes solides : la rate, les reins et les poumons. On constate que toutes les concentrations détectées 
sont au minimum deux ordres de grandeur au-dessus de 
(Figure 3.7) et donc confortablement sises dans la gamme de linéarité des courbes de validation, ce qui 
valide la pertinence de la méthode de détection pour ces temps courts.  
 
Figure 3.7 : Concentration en 57Fetot mesurées dans les organes foie, rate, reins, poumons et sang issus de l'ensemble 
des souris analysées. Comparaison de ces valeurs avec les bornes inférieures et supérieures de la 
gamme de concentrations testées pour les matrices foie et sang (ligne grise). 
asymptotiquement vers 
analytique dans chacune des matrices.  
3.3.1 Principe de la détermination de la limite de détection.  
Le critère sous- arbitraire de la 
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est bien présent) ou un faux po
-entendu derrière le critère communément appliqué de « signal du blanc 
+ 3 écarts-types du blanc ». 
Dans notre cas, et du fait de la variabilité b
les groupes de souris, nous avons préféré appliquer un critère plus contraignant : la limite de détection 
a été fixée comme la concentration minimale à partir de laquelle la probabilité de rapporter un faux 
positif ou un faux négatif est inférieure à 1%. 
Pour estimer cette concentration minimale, nous avons identifié parmi toutes les concentrations 
-x) la première pour laquelle la concentration prédite est 
significativement distincte de la concentration prédite pour la matrice pure (échantillons Val-m) avec 
un degré de confiance de 99%. Pour faire ces estimations, il nous a été nécessaire de ré-estimer les 
modèles de calibration sur des gammes de concentration restreintes, pour les raisons que nous exposons 
ci-après. 
estimée sur une décade de concentrations. En effet, cette amplitude de gamme de calibration représente 
le meil
C -
décade, on surestime fortement la limite de détection réelle. En effet, le résidu moyen (RMSEP) sur une 
gamme multi-décade est très fortement impacté par les résidus aux concentrations les plus hautes. De 
ce fait, il peut largement excéder les concentrations les plus basses de la gamme. Les points 
expérimentaux présentent alors des résidus standardisés (résidus divisé par la concentration) faibles aux 
grand
concentrations sont très bien modélisées mais les faibles concentrations sont mal modélisées. 
Afin de mieux rendre compte des faibles concentrations, il est nécessaire de retreindre la gamme 
de concentrations. Les concentrations estimées dans les différents organes aux temps 1h et 24h 
temps plus longs. Pour les organes foie et rate, les concentrations sont inférieures aux concentrations de 
-1, nous avons ainsi supprimé cette concentration et déterminé les nouveaux modèles 
de calibration plus adaptés à la description des faibles concentrations. Pour les organes poumons et reins 
on constate que les concentrations sont inférieures aux échantillons Val-1 et Val-2 et pour le sang aux 
concentrations Val-1, Val-2 et Val-3. De la même manière, nous écarterons ces concentrations pour 
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déterminer un nouveau modèle de calibration. Les limites de détection (LOD) ont ensuite été estimées 
à partir de ces modèles de calibration plus adaptés, selon le protocole analytique présenté en annexe. 
Les taux de récupération, RMSEP et LODs obtenus sont résumés dans leTableau 7. 
 
Tableau 7 : Taux de récupération et limites de détection pour les nouveaux modèles de calibration pour les 
organes foie, rate, reins, poumons et sang. 
Nous avons dans un premier temps comparé nos mesures aux valeurs limites de détection 
déterminées à partir des matrices de validation. En rappelant la quantité de fer endogène dans chaque 
organe analysés (Tableau 8), on constate que la quantité de fer endogène dans la rate des souris âgées 
de six mois est significativement supérieure à celle contenue dans le foie. Aussi nous pouvons nous 
aux autres organes tels que la rate est réaliste. Les valeurs des concentrations du fer exogène 57Fe issus 
des57NPOFs estimées en HR-ICP-MS dans les différents organes sont données dans la Figure 3.8. On 
res organes est valide. 
 
Tableau 8 : Quantité de fer endogène dans les organes foie, rate et poumons pour des souris âgées de six semaine 
et de six mois. 
En comparant les valeurs de concentrations C (57Fetot) mesurées en HR-ICP-MS et la valeur limite 
de détection pour chaque organe, on observe que toutes les valeurs se situent au-dessus de celle-ci 
(Figure 3.8 (A)). Le 57Fe issus des 57NPOFs localisées dans les organes foie, rate, poumons et reins 
peuvent ainsi être quantifiées in vivo par HR-ICP-MS. Les concentrations en 57Fe issu des 57NPOFs dans 
le sang sont également supérieures à la limite de détection déterminée pour la matrice de validation sang, 
mise à part pour deux valeurs, qui seront écartées des statistiques (Figure 3.8 (B)).  
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Figure 3.8 : Valeurs de concentration C(57Fetot) mesurées en HR-ICP-MS pour les organes foie, rate, reins, 
poumons (A) et pour le sang (B) comparées aux valeurs de limites de détection déterminées par 
les matrices de validation. 
3.3.2 Distribution du fer exogène in vivo 
Pour chaque organe, on quantifie le 57Fe issu des 57NPOFs en pourcentage de la masse de fer 
injectée, noté % MI, défini tel que :  
 , pour les organes solides 
pour le sang 
(Eq.3.6) 
Avec  la concentration en 57
précédemment (Eq.3.2), morgane injectée, la masse de 57Fe injectée (50 µg).  
La Figure 3.9 montre la quantité de 57Fe exogène mesurée en HR-ICP-MS dans les différents 
organes et dans le sang une heure et un jour après injection pour les souris de 6 semaines et six mois.  
 
Figure 3.9 : Quantité de 57Fe exogène dans les différents organes et dans le sang, une heure et un jour après 
térogénéité des souris dans chaque groupe.  
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57Fe issu des 57
masse inject
du 57Fe exogène est excrétée par les urines17 
tissus adipeux.18  
En accord avec les analyses IRM, on constate que le 57Fe exogène est majoritairement localisé 
dans le foie et dans la rate pour les deux populations de souris. On observe également une légère 
augmentation de la quantité de 57Fe exogène dans le foie entre une heure et un jour, passant de 49,3 % 
(± 2,7 %) de la masse injectée à 58,5 % (± 8,6 %) et de 64,3% (± 4,3 %) à 73,4 % (± 5,7 %) pour les 
souris de six semaines et de six mois respectivement. Ces résultats sont cohérents avec les analyses IRM 
accumulation pour des temps supérieurs à une heure, situé au bout de 73 
minutes (Figure 3.4). Enfin, on observe la présence de 57Fe exogène dans le sang, témoignant sa 
circulation à 60 minutes au moins après injection. La quantité de 57Fe exogène retrouvée dans le sang a 
été calculé en considérant une volémie de 79 mL/kg et un poids moyen de 20 g pour les souris de six 
semaines et de 30 g pour celles de six mois. Pour les souris âgées de six semaines, la quantité de 57Fe 
exogène dans le sang diminue de 12,7 % (± 5,2 %) à 2,4 % (± 0,9 %) entre les deux temps. Ainsi au 
57
de leur concentration dans le foie entre une heure et un jour. Pour les souris âgées de six mois, on ne 
détecte que très peu de 57Fe exogène dans le sang, environ 2 % de la masse injectée une heure et un jour 
ide du 57Fe exogène dans les organes pour les 
souris de six mois comparativement aux souris de six semaines.  
On observe également une quantité plus importante de 57Fe exogène dans les souris âgées de six 
mois comparativement aux souris âgées de six semaines. Or toutes les souris ont été injectées avec la 
même dose de 57
 
celles âgées de six mois. En calculant la concentration de 57Fe exogène par organe, on constate que les 
concentrations ne sont pas significativement d Tableau 9). 
Le Tableau 9 récapitule les valeurs des concentrations en 57Fe exogène mesurées après injection en 
fonction des caractéristiques des différents organes pour les deux population de souris à une heure et un 
jour après injection.  
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Tableau 9 : Poids, concentration en fer endogène et concentration en 57Fe exogène dans les différents organes en 
fonction de l'âge des souris ainsi que du temps entre l'injection et le sacrifice de celles-ci. 
57Fe exogène dans le foie et dans la rate sont 
57Fe exogène un jour après injection est de 26,3 ppm 
(± 2,1 ppm) dans le foie et de 25,8 ppm (± 4.6 ppm) dans la rate, pour une souris âgée de six semaines. 
On observe 57Fe exogène dans les différents organes est indépendante 
de la concentration en fer endogène. En effet, les différences de concentrations en 57Fe exogène à un 
jour après injection, égale à 25,8 ppm (± 4.6 ppm) pour une souris âgée de six semaines et à 20,6 ppm 
(± 4,1 ppm) pour une souris âgée de six mois, ne sont pas significativement différentes. 
Grâce aux mesures HR-ICP-MS, il est possible de quantifier le 57Fe exogène issu des 57NPOFs 
dans les organes et dans le sang. Néanmoins, ce suivi élémentaire ne permet pas de conclure quant à 
57 -ICP-MS permet de quantifier le fer exogène introduit et 
seules des mesures magnétiques pourront quantifier la fraction de nanoparticules superparamagnétiques. 
Ainsi en combinant ces deux méthodes, il est possible de distinguer les 57NPOFs de leurs produits de 
dégradation. Dans la suite de ce manuscrit, le fer exogène total sous forme particulaire ou non et mesuré 
en HR-ICP-MS sera noté 57Fetot et le fer sous forme particulaire, soit superparamagnétique, mesuré en 
RFM sera noté 57FeSP. 
3.4 Dégradation des 57NPOFs 
3.4.1 Quantification du fer superparamagnétique  
57NPOFs il est nécessaire de pouvoir quantifier le fer 
superparamagnétique exogène, noté 57FeSP, dans un milieu biologique complexe. A température 
ambiante, la RFM est une technique sensible aux entités superparamagnétiques, et les entités 
diamagnétiques et paramagnétiques telles que les ions ferreux et ferriques provenant respectivement de 
42 Le signal de la ferritine, dont le 
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43 est 
négligeable comparativement au signal des 57NPOFs.25  
Pour quantifier le 57FeSP contenu dans les organes à partir des signaux RFM, il est nécessaire de 
57NPOFs en fonction de la masse de 
44 La 
solution stock des 57NPOFs, dont la concentration en fer 
a, au préalable, été analysée par HR-ICP-
solution sont insérés dans un capillaire en quartz puis analysés en RFM. La Figure 3.10 (A) représente 
le signal RFM des 57NPOFs en fonction de leur concentration en 57Fe. La solution stock a été diluée 
vec une étude précédente,25 on constate 
Figure 3.10 (B)).  
 
Figure 3.10 : Signal RFM en fonction de la concentration en 57Fe des 57NPOFs (A). Courbe d'étalonnage 
courbe du signal RFM en fonction de la masse de fer (B). 
Les organes prélevés sur les souris âgées de six semaines et de six mois sont analysés et la 
concentration en 57FeSP 
organes prélevés (Figure 3.2
aque échantillon est calculée à 
 :  
 
(Eq.3.7) 
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On obtient alors la concentration massique de fer superparamagnétique, notée , dans 
humide, la concentration massique de fer contenue dans le tube est normalisée par le rapport 
 :  
 
(Eq.3.8) 
Enfin, la masse de fer superparamagnétique cont  est 
obtenue selon :  
 
(Eq.3.9) 
Grâce aux trois équations ci-dessus, la masse de fer superparamagnétique est calculée dans les 
organes analysés. Celle- -ICP-MS en pourcentage de masse 
injectée tel que :  
  
(Eq.3.10) 
 Les organes foie, rate, reins et poumons ont été analysés en RFM. La concentration en 57NPOFs 
 
3.4.2 Comparaison HR-ICP-MS / RFM  analyse des organes 
La quantité de fer exogène apportée par les 57NPOFs mesurée par HR-ICP-MS est notée 57Fetot, 
et celle sous forme superparamagnétique, notée 57FeSP a été mesurée par RFM. A partir de ces données, 
on peut définir la quantité de 57Fe non superparamagnétique, notée 57FeNSP, issue de la dégradation des 
57NPOFs. Celle-ci est calculée en soustrayant la quantité de fer sous forme particulaire 57FeSP mesurée 
en RFM de la quantité en fer exogène 57Fetot mesurée en HR-ICP-MS, et exprimée en pourcentage de 
masse injectée (Eq.3.11). 
 (Eq.3.11) 
La Figure 3.11 représente les quantités de 57Fetot, 57FeSP et 57FeNSP à une heure et un jour après 
injection pour les souris âgées de six semaines et de six mois. 
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Figure 3.11 : Comparaison de la quantité de fer exogène mesurée en HR-ICP-MS (vert) et en RFM (jaune) ainsi 
que la différence des deux (gris) à une heure et un jour après injection, pour des souris âgées de six 
semaine (A) et âgées de six mois (B). 
On observe que la quantité de 57Fetot mesurée en HR-ICP-MS diffère de celle mesurée en RFM, 
les souris âgées de six semaines, la quantité de 57Fetot mesurée en HR-ICP-MS représente 60 % (± 5 %) 
de la masse injectée, et celle de 57FeSP mesurée en RFM est de 24,8 % (± 7,3 %) une heure après injection. 
La quantité de 57FeSP  de la solution stock 
des 57
injectée. Une hypothèse pour expliquer ces résultats est que les 57NPOFs se dégradent dès une heure 
quant à ces différences, il est nécessaire de comparer la quantité de 
57Fetot à celle de 57FeSP dans un organe dans lequel il y a une internalisation significative de 57NPOFs et 
 précédents (Figure 3.3), les deux organes dans 
lesquelles les 57NPOFs sont majoritairement internalisées sont le foie et la rate. Des études précédentes 
intraveineuse de NPOFs, la quantité de NPOFs dans la rate mesurée en 
RFM reste constante durant sept jours25 ou trente jours après injection,24 selon la nature des NPOFs, 
témoignant de leur stabilité. Ainsi, dans la rate les NPOFs ne semblent pas se dégrader aux temps courts.  
Rate  
La Figure 3.12 montre les quantités de 57Fetot, 57FeSP et 57FeNSP dans la rate à une heure et un jour 
après injection pour les deux populations de souris. On observe que la quantité de 57Fetot est sensiblement 
similaire à la quantité de 57FeSP 57Fetot 
est égale à 5,2 % (± 0,4 %) de la masse injectée et celle de 57FeSP à 5,45 % (± 0,7 %) à une heure après 
57FeNSP, témoin de la dégradation des 57NPOFs, est négligeable à une 
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heure après injection et augmente légèrement à un jour après injection. En effet celle-ci est égale à 0,11 
% (± 0,53 %) et à 1,29 % (± 0,92 %) de la masse injectée pour les souris âgées de six semaines et de six 
mois, respectivement.  
 
Figure 3.12 : Quantité de 57Fe exogène mesurée en HR-ICP-MS (vert) et en RFM (jaune) et différence des deux 
(gris) dans la rate, à une heure et un jour après injection, pour des souris âgées de six semaine (A) 
et âgées de six mois (B). 
57NPOFs ne sont pas dégradées dans la rate un jour 
Figure 3.11 sont dues à des phénomènes de dégradation des 
57  
Foie 
La Figure 3.13 la quantité de 57Fe exogène mesurée en HR-ICP-MS et en RFM pour les deux 
populations de souris une heure et un jour après injection. On constate des différences significatives 
entre la quantité 57Fetot mesurée en ICP et la quantité de 57FeSP mesurée en RFM. Par exemple, une heure 
après injection, la quantité de 57Fetot représente 49,3 % (± 2,7 %) de la masse injectée contre seulement 
19 % (± 7 %) pour la quantité de 57FeSP
des 57NPOFs ne sont plus sous la forme particulaire, mais sous la forme 
superparamagnétiques, telles que des ions fer (III). On constate que la quantité de 57FeNSP augmente de 
30,7 % (± 6,4 %) à 45,4 % (± 9,5 %) et de 36,3 % (± 8,4 %) à 55,4 % (± 4,6 %) entre une heure et un 
jour pour les souris de six semaines et de six mois, respectivement. Cette augmentation entre une heure 
et un jour a été observée indépendamment sur les deux populations de souris et confirme ainsi que les 
57NPOFs se dégradent  
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Figure 3.13 : Quantité de 57Fe exogène mesurée en HR-ICP-MS (vert), RFM (jaune) et différence de ces deux 
valeurs (gris) une heure et un jour après injection dans le foie pour les souris âgées de 6 semaines 
(A) et de 6 mois (B). 
Reins et poumons 
Seule une minorité du 57Fe exogène injecté est localisée dans les reins et les poumons (Figure 
3.9). La Figure 3.14 représente la quantité de 57Fe exogène mesurée en HR-ICP-MS et en RFM dans les 
poumons (A et B) et dans les reins (C et D) à une heure et un jour après injection, pour des souris âgées 
57
masse injectée dans ces deux organes. Ainsi seule une fraction négligeable est localisée dans ces 
organes. Dans les poumons, on observe une diminution de la quantité de 57Fetot et de 57FeSP entre une 
heure et un jour pour les souris de six semaines. En effet, la quantité de 57Fetot varie de 0,7 % (± 0,3 %) 
à 0,34 % (± 0,08 %) de la masse injectée et de 0,84 % (± 0,15 %) à 0,23 % (± 0,07 %) pour celle de 
57FeSP. La diminution simultanée des 57Fetot et 57FeSP suggère une élimination du 57Fe exogène des 
. Dans les reins, un jour après injection, 
on observe une différence significative entre la quantité de 57Fetot et de 57FeSP pour les souris de six mois, 
caractéristique de la dégradation des 57NPOFs.  
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Figure 3.14 : Quantité de 57Fe exogène mesurée en HR-ICP-MS (vert), RFM (jaune) dans les poumons (A et B) et 
dans les reins (C et D) une heure et un jour après injection pour les souris âgées de 6 semaines et de 
6 mois. 
3.4.3 Quantification de la dégradation 
Dans cette section, nous nous limiterons à la description de la dégradation des 57NPOFs dans les 
organes contenant une quantité non négligeable de 57Fe exogène, soit le foie et la rate. On peut exprimer 
le taux de dégradation D qui caractérise la dégradation des 57NPOFs en fonction du temps tel que :  
 (Eq.3.12) 
Lorsque les 57NPOFs ne sont pas dégradées, alors les quantités 57Fetot détectée par HR-ICP-MS et 
57FeSP par RFM sont égales et D est égal à zéro. Lorsque les 57NPOFs se dégradent, D 
une valeur limite égale à 1, atteinte lorsque toutes les 57NPOFs sont dégradées, la quantité de 57FeSP est 
alors nulle (Figure 3.15
57 -
ci ou des produits de dégradation dans 57NPOFs 
193 
 
-
-ICP-MS présentés précédemment (Figure 3.12 et Figure 
3.13 57Fetot, ainsi le calcul du taux de dégradation peut être 
 
 
Figure 3.15 : Taux de dégradation en fonction du temps. Aux temps courts, lorsque les 57NPOFs ne sont pas 
dégradées, le taux de dégradation est égal à 0. Une fois que les 57NPOFs se dégradent, le taux de 
laquelle toutes les 57NPOFs sont dégradées.  
Le taux de dégradation est calculé dans la rate (Figure 3.16 (A)) et dans le foie (Figure 3.16 (B)) 
 heure et un jour après injection dans les deux populations de souris.  
 
Figure 3.16 : Calcul du taux de dégradation dans la rate (A) et dans le foie (B) pour des souris âgées de six semaines 
et de six mois, une heure et un jour après injection intraveineuse.  
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Le taux de dégradation dans la rate à une heure après injection est proche de zéro pour les deux 
populations de souris, signifiant que pour ce temps, les 57
57NPOFs 
ne semblent pas être dégradées 
injection, on constate que le taux de dégradation dans le foie est égal à 0,62 (± 0,13) et à 0,56 (± 0,11) 
pour les souris de six semaines et de six mois respectivement. Ces valeurs montrent que les 57NPOFs 
± 0,07) et 0,76 (± 0,04) un jour après injection alors que le 
pourcentage de la masse injectée mesuré en HR-ICP-MS reste constant (Figure 3.13), ce qui confirme 
la dégradation des 57NPOFs dans le temps. 
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4. Conclusion
s élémentaires (HR-ICP-MS) et des mesures magnétiques 
in vivo. Pour réaliser ce double suivi, nous avons synthétisé des 57NPOFs enrichies en 57Fe afin de 
distinguer le fer exogène du fer endogène. Les 57NPOFs ont été synthétisées à partir du précurseur 
57Fe2O3 en adaptant la synthèse proposée par Park et al.34
57
constituent en ce sens de bons modèles pour étudier la biodistribution.  
Nous avons en premier lieu évalué la quantité de 57Fe issus des 57NPOFs par HR-ICP-MS dans 
ne et le sang. Ces expériences 
57NPOFs par HR-ICP-MS 
57NPOFs dans ces différentes matrices.  
Nous avons ensuite combiné -ICP-MS à des mesures de RFM afin de suivre 
57
montrent que la majorité des 57NPOFs sont rapidement internalisées dans la rate et dans le foie. Dans la 
rate les 57NPOFs ne se dégradent pas comparativement au foie où une dégradation importante est 
ol/kg de nanocubes (NC) Fe3O4 
soit une dose de 56 µg par souris de 20 g, ceux-ci sont présents dans le foie à hauteur de 30 % de la 
masse injectée.45 entage 
de NPOFs-SP à un jour après injection est supérieur à celui mesuré pour notre étude (environ 13 % de 
la masse injectée pour les souris de six semaines). Cette différence suggère que les 57NPOFs se dégradent 
plus rapidement que les NC, ce qui peut êt
Figure 4.1, on observe que les NC de Kolosnjaj-
Tabi et al. 57NPOFs que nous avons injectées sont dispersées 
de la dégradation, ce qui pourrait expliquer les différences de dégradation observées.  
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Figure 4.1 : Image de MET des NC (A) extrait de [45] et des 57NPOFs (B) localisées dans des cellules hépatiques 
après injection intraveineuse. 
de la dégradation dans le 
foie et dans la rate. La rate est un organe constitué de deux entités, la pulpe rouge et la pulpe blanche. 
La pulpe rouge constitue une réserve de monocytes (globules blancs) qui peuvent se différencier en 
macrophages, elle permet également la filtration des érythrocytes (globules rouges). La pulpe blanche 
est composée essentiellement de lymphocytes B et T qui sont des cellules du système immunitaire. Le 
foie quant à lui est composé essentiellement de cellules de Kupffer (macrophages), de cellules 
phagocytes, elles peuvent phagocyter des entités étrangères. Ces constatations nous ont permis de 
formuler une première hypothèse selon laquelle la différence de dégradation observée dans le foie et 
dans la rate provient de la différence de composition cellulaire de ces deux organes. La seconde 
hypothèse provient de la différence de la concentration endogène en fer dans le foie et dans la rate. En 
Figure 3.1 et le Tableau 5
le foie et 300 ppm dans la rate. Ainsi après internalisation des 57
s de dégradation 
de la rate.  
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Ainsi, une première perspective de ces travaux consisterait à comparer les mécanismes de 
dégradation des 57
spléniques.  
Le but de ces travaux était de développer une méthode permettant de suivre simultanément les 
57NPOFs ainsi que leurs produits de dégradation. Ces expériences préliminaires sur un nombre réduit de 
souris ont permis de démontrer la robustesse du double suivi des 57NPOFs in vivo grâce au marquage 
isotopique avec le 57
des 57NPOFs sur le long terme. Nous avons donc transposé cette approche sur une plus grosse cohorte, 
représentant un total de cent quarante-quatre souris, les crazy 144s. Les résultats de cette étude sont 
présentés dans le chapitre suivant.  
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Chapitre 4   
Suivi in vivo des LT57NPOFs  
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du 57Fe pour le suivi élémentaire des 57NPOFs dans des matrices biologiques. Nous avons en outre 
couplé cette méthode à des mesures magnétiques pour le double suivi de 57NPOFs in vivo, sur un modèle 
murin, durant 24 heures après injection intraveineuse. La combinaison de ces deux méthodes a permis 
57FeSP et, 
57FeNSP issues de la dégradation des 57NPOFs. Cette expérience, 
du couplage des méthodes RFM et HR-ICP-
des 57 obage 
des 57 57NPOFs et de leur 
enrobage sur cette même période, cette stratégie a été présentée dans le chapitre 2. Ce chapitre est 
consacré à la présentation de cette étude.  
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1. Résul
 
1.1 Marquage  
57Fe. De ce fait, cette méthodologie sera conservée pour cette expérience. Une nouvelle 
synthèse a néanmoins été réalisée pour avoir suffisamment de nanoparticules pour étudier leur devenir 
à long terme sur six mois, ce qui représente un total de 60 souris (injectées avec les 57NPOFs). La 
synthèse a donc été réalisée dans les même condition et à partir du même précurseur que dans le chapitre 
3. La taille des 57NPOFs a été analysée par MET et leur composition isotopique par HR-ICP-MS (Figure 
1.1). 
 
Figure 1.1 : Images de MET et distribution en taille des 57NPOFs synthétisées avec le précurseur 57Fe2O3 (A). 
Composition isotopique du fond endogène, du précurseur et des 57NPOFs (B). 
Les 57NPOFs ont une taille moyenne, analysée en MET, égale à 8,7 nm (± 1,6 nm) et sont de 
forme cubique. On constate que les 57NPOFs issues de cette synthèse sont légèrement plus petites que 
celles étudiées dans le chapitre précédent, dont la taille moyenne est de 9,4 nm (± 
de chaque i.e. le signal ICP-
considéré sur la somme des intensités de chaque isotope. Le calcul, présenté dans le chapitre précédent, 
-dessous (Eq. 3.1). 
 
(Eq.3.1) 
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57Fe des 57NPOFs est égal à 95,23 %, ce qui est proche de la valeur de celui 
du précurseur, égale à 95,45 %. Cette valeur est également supérieure à celle calculée pour les 57NPOFs 
précédentes, égale à 91,81 %, signe de la diminution des contaminations durant les étapes de synthèse. 
57Fe des 57NPOFs ainsi synthétisées, est significativement supérieur à celui du fond 
 
de la solution de 57NPOFs est égale à 1,82 106 µg/L. 
1.2  
1.2.1 Caractérisation du polymère en spectroscopie infra-rouge 
Nous avons synthétisé le polymère Dopa-PIMA-PEG en suivant le protocole de Wang et al., 
comme présenté dans le chapitre précédent.1 Celui-ci a été caractérisé par spectroscopie infra-rouge. La 
Figure 1.2 représente les spectres infra-rouges des réactifs PIMA et PEG bifonctionnel (PEG-NH2) et 
du polymère Dopa-PIMA-PEG synthétisé.  
 
Figure 1.2 : Spectres infra-rouges du PIMA (A), du PEG bifonctionnel (B) et du polymère Dopa-PIMA-PEG 
synthétisé. 
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présent à 1766 cm-1 vers 1660 cm-1 pour le polymère Dopa-PIMA-PEG. En effet, le pic à 1766 cm-1 
 liaison C=O des anhydrides tandis que celui à 1660 
cm-1 
carboxyliques. On constate également un pic à 1090 cm-1 pour le PEG-NH2 et le Dopa-PIMA-PEG, 
caractéristique d -N des amides et C-O des éthers.  Enfin, sur le 
spectre du Dopa-PIMA- -1 caractérisant la 
2 issues des acides carboxyliques et des amines primaires, 
-PIMA-
PEG. On constate également pour les trois spectres, plusieurs pics entre 2865 cm-1 et 3000 cm-1, 
correspondant aux vibra -H. Le spectre infra-rouge du polymère Dopa-
PIMA-
-NH2 est greffé sur la chaîne principale PIMA.  
Le polymère Dopa-PIMA-PEG a ensuite été fonctionnalisé avec les complexes de lanthanides Lt-
p-SCN-Bn-
700 $ pour 50 mg. Aussi, la quantité de lanthanide à ajouter a été calculée en définissant le rapport 
lanthanide/fer maximal obtenu à partir des quantités de complexe à notre disposition. Ce rapport égal à 
environ 0,1 correspond à greffer un lanthanide pour cinq amines disponibles sur le polymère.  
1.2.2 Analyse ICP-MS du double marquage du polymère 
 La quantité de lanthanide greffée est ensuite caractérisée par ICP-MS en haute résolution (HR-
ICP-MS). Le principe de ce spectromètre de masse a été présenté dans le chapitre précédent, et le 
protocole est identique. La liste des interférences polyatomiques et isobariques associées aux lanthanides 
est présenté en Annexe 4. 
La concentration en lanthanide a été déterminée grâce au logiciel uFREASI pour user-FRiendly 
Elemental dAta procesSIng). Ce logiciel développé par Tharaud et al., nos colla
permet de standardiser le traitement des données HR-ICP-MS. Celui-ci, étant adapté pour la 
détermination de la concentration élémentaire, ne permet pas néanmoins de calculer les rapports 
par ce logiciel. Ainsi, la concentration des différents isotopes du fer a été déterminée en utilisant les 
équations présentées dans le chapitre précédent. 
Les analyses HR-ICP-MS du polymère fonctionnalisé avec les complexes de lanthanides, noté 
Dopa-PIMA-PEG-
quantité est sous- des 
amines introduites a réagi et est sur la chaîne PIMA. Toutefois, cette quantité est bien inférieure à la 
quantité de greffage théorique présenté ci-dessus (un lanthanide pour cinq amines). Aussi, le rendement 
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de la fonctionnalisation par les lanthanides, égal à environ 8 % est très faible. Une hypothèse pour 
expliquer ce rendement particulièrement faible est que les amines disponibles réagissent avec les acides 
Figure 1.3 (A)) ou avec 
Figure 1.3 (B)). Des liaisons covalentes peuvent être formées entre 
les amines et les acides carboxyliques, comme présenté dans la Figure 1.3, ou des liaisons hydrogènes 
entre ces deux entités. En effet, le PEG bifonctionnel utilisé pour la synthèse possède un poids 
moléculaire égal à 1500 g/mol et possède une chaine plus longue que celui utilisé par Wang et al., dont 
1 rique plus longue 
 
 
Figure 1.3 : Eventuelles réactions entre les amines disponibles présentes sur les PEG avec les acides 
carboxyliques résiduels. 
1.3 Greffage du polymère sur les 57NPOFs 
Pour une meilleure compréhension des notations et afin de distinguer les NPOFs utilisées dans le 
chapitre précédent, notées 57NPOFs, celles fonctionnalisées avec des lanthanides seront notées 
LT57NPOFs dans la suite de ce manuscrit. Néanmoins nous conserverons les notations établies dans le 
chapitre précédent pour distinguer la quantité de fer exogène mesurée par HR-ICP-MS, notée 57Fetot, 
celle mesurée en RFM, notée 57FeSP et les produits de dégradation calculés par soustraction de la quantité 
57FeSP de la quantité 57Fetot, notés 57FeNSP.  
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1.3.1 Greffage du polymère sur les 57NPOFs 
Le polymère Dopa-PIMA-PEG-Lt a ensuite été greffé sur les 57NPOFs. Le greffage est réalisé par 
échange de ligand entre les acides oléiques en surface et le Dopa-PIMA-PEG-Lt, via les groupements 
catéchols présents sur la dopamine, comme présenté dans le chapitre précédent. Après réaction pendant 
une nuit à 50 °C dans du THF, les 57 xcès ainsi 
via plusieurs cycles de lavage par centrifugation-redispersion. Les 
57
dans des milieux aqueux après greffage du polymère et purification, signe de la présence du Dopa-
PIMA-PEG-Lt en surface de celles-ci.  
1.3.2 Taille et composition isotopique des LT57NPOFs 
La taille des LT57NPOFs a été analysée en DLS (Figure 1.4). En intensité, on observe la présence 
± 4,1 nm), caractéristique des LT57
nm (± 57NPOFs ou 
En outre, on observe un unique pic lorsque la distribution en taille est analysée en nombre, ce qui 
confirme la présence majoritaire de LT57NPOFs individuelles. Le diamètre hydrodynamique rend 
compte de la couche de polymère et de solvatation des LT57NPOFs, ainsi il est attendu que sa valeur, 
égale à 14,4 nm (± 4,1 nm), soit supérieure à celle mesurée en MET.  
 
Figure 1.4 : Distribution du diamètre hydrodynamique des LT57NPOFs en intensité (A) et en nombre (B). 
-ICP-MS des solutions de Dopa-PIMA-PEG-Lt et de LT57NPOFs a permis de 
Tableau 10 présente les quantités de lanthanides greffées 
sur le polymère Dopa-PIMA-PEG et sur les LT57NPOFs. Le rapport fer/lanthanides égal à 0,022 est 
significativement inférieur au rapport théorique attendu égal à 0,1. Ainsi, et en cohérence avec les 
observations précédentes, le rendement apparent de fonctionnalisation du polymère par les lanthanides, 
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égal à environ 8 %, est très faible. Comme exposé précédemment, la réaction des amines avec les acides 
Figure 1.3). 
 
Tableau 10 : Quantités de lanthanides greffées sur le polymère Dopa-PIMA-PEG et sur les NPOFs après enrobage. 
Ces quantités ont été déterminées sur les solutions de Dopa-PIMA-PEG-Lt après greffage des 
polymères et sur la solution de LT57NPOFs après enrobage avec le polymère Dopa-PIMA-PEG-Lt.  
 -dessus sont présentés 
en Annexe 5. Nous avons constitué une fiche identité des LT57NPOFs et des 57NPOFs (chapitre 3) 
 
1.4 Propriétés magnétiques des LT57NPOFs 
Les propriétés de contraste en IRM des LT57NPOFs ont été évaluées par la mesure des temps de 
relaxation longitudinaux et transversaux à température ambiante, sur un appareil IRM à 4,7 T, pour 
différentes concentrations en fer. Comme présenté dans le chapitre précédent, les taux de relaxation Ri 
et la relaxivité ri ont été calculés à partir des temps de relaxation Ti et de la concentration en fer, notée 
[Fe], tels que :  
 (Eq.3.2) 
La Figure 1.5 présente les images pondérées en T1 et T2 acquises en IRM, de la 
solution de LT57NPOFs (A et B) ainsi que le taux de relaxation en fonction de la 
concentration de celles-ci (C et D).  
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Figure 1.5 : Images pondérées en T1 (A) et en T2 57NPOFs à différentes concentrations. 
Taux de relaxation R1 (C) et R2 (D) en fonction de la concentration, mesurés à 4,7 T 
figure ci-
concentration, signe de la modification des temps de relaxation protoniques transversaux et 
longitudinaux en présence des LT57NPOFs. En outre, les taux de relaxation R1 et R2 augmentent 
proportionnellement avec la concentration des LT57NPOFs. Les relaxivités r1 et r2, obtenues par 
régressions linéaires, sont égales à 0,84 mM-1.s-1 et 137 mM-1.s-1, respectivement. On constate que la 
valeur de la relaxivité longitudinale r1 est proche de celle obtenue pour les 57NPOFs (0,86 mM-1.s-1). 
Cependant, la valeur de la relaxivité transversale r2 est significativement supérieure à celle des 57NPOFs 
(81 mM-1.s-1). Une première hypothèse pour expliquer cette différence est que les lanthanides présents 
en surface des LT57
échantillons. La Figure 1.6 présente les taux de relaxation R1 et R2 des complexes Gd-p-SCN-Bn-DOTA 
et Tm-p-SCN-Bn-DOTA en fonction de leur concentration.  
 
Figure 1.6 : Taux de relaxation R1 (A) et R2 (B) des complexes Gd-p-SCN-Bn-DOTA(violet) et Tm-p-SCN-Bn-
DOTA (bleu) en fonction de la concentration et mesuré à 4,7 T.  
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Contrairement au thulium qui possède des relaxivités r1 et r2 très faibles, respectivement égales à 
0,09 mM-1s-1 et 0,15 mM-1s-1, les relaxivités du gadolinium sont égales à 5,2 mM-1s-1 et 6,4 mM-1s-1. 
Néanmoins, en considérant le rapport lanthanides/fer égal à 0,022, la valeur des relaxivités des 
lanthanides ne sont pas assez importantes pour modifier significativement la valeur de la relaxivité des 
LT57NPOFs. Une seconde hypothèse pour 
du diamètre hydrodynamique des 57NPOFs. En effet, Joos et al. ont montré que le taux de relaxation est 
proportionnel au diamètre hydrodynamique au carré.2 Or, le rayon hydrodynamique des 57NPOFs 
synthétisées dans le chapitre 3 est égal à 10,6 nm (± 2,1 nm) et celui des LT57NPOFs est égal à 14,4 nm 
(± 
différences de relaxivités observées. 
1.5  
LT57
car différents scénarii, précisés dans la Figure 1.7, peuvent être 
désolidarisation des lanthanides des LT57NPOFs, on peut recenser différents sites de dissociation. Dans 
le scénario A, les lanthanides sont décoordinnés du ligand de type cyclène. En suivant le rapport des 
signaux 
dissociation peut également être réalisée entre le PEG fonctionnalisé et le complexe de lanthanide, 
libérant des complexes de lanthanides, ce qui constitue le scénario B. Ainsi, un groupe de souris 
complexes de lanthanides et le polymère. Le scénario D implique une dissociation complète du polymère 
des 57NPOFs. Un second groupe additionnel a reçu le polymère Dopa-PIMA-PEG-
cette dernière possibilité. Enfin, le scénario C implique une dissociation entre le PEG fonctionnalisé et 
in vivo. Le PEG étant greffé sur la chaîne PIMA par une 
préférentiellement selon les scénarii A, B ou D.  
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Figure 1.7 : Scénarii potentiels du devenir de l'enrobage autour des LT57NPOFs. Suite à une éventuelle 
désolidarisation des lanthanides des LT57NPOFs plusieurs entités peuvent être détectées : les 
lanthanides seuls (A), les complexes de lanthanides notés CPX-Lt (B), les complexes de 
lanthanides sur le PEG-NH2 notés PEG-CPX-Lt (C) et enfin les complexes de lanthanides sur le 
polymère noté Dopa-PIMA-PEG, noté Dopa-PIMA-PEG-Lt (D). 
Un dernier aspect traité durant cette expérience, et non encore abordé dans ce manuscrit, est 
de la dose de fer injectée. En effet, des expériences préliminaires, effectuées au laboratoire, ont montré 
ent pas les mêmes.3 Ainsi, 
deux doses ont été administrées, une dose faible (low dose) égale à environ 40 µmol/kg et une dose 
élevée (high dose) égale à 163 µmol/kg. Ces doses correspondent respectivement à une injection de 44 
µg et 182 µg de fer pour une souris de 20 g. 
En prenant en compte les deux doses, les groupes additionnels abordés ci-dessus, ainsi que le 
groupe de souris témoin, cinq groupes de souris ont été suivi sur une période de six mois. Durant celle-
ne 
heure, un jour, une semaine, un, trois et six mois après injection intraveineuse. Chaque groupe représente 
résente un 
total de 144 souris. Pour chaque groupe, la masse respective de fer, gadolinium et thulium injectée est 
donnée dans le tableau de la Figure 1.8. Pour chaque temps, le foie, la rate, les poumons, les reins et le 
sang ont été prélevés et analysés, selon les groupes, en HR-ICP-MS, RFM MET et histologie. La Figure 
1.8 yses réalisées pour chaque groupe. En 
-ci correspondant au temps 
de sac -ICP-MS. En effet, compte tenu de la haute 
teneur en eau des échantillons, ceux-ci présentent un signal très faible en RFM.  
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Figure 1.8 : Schéma récapitulatif du déroulement de l'expérience pour chaque temps. Cinq groupes de souris ont 
été réalisés (Gp 1 à 5). Après sacrifice des souris, le foie, la rate, les reins, les poumons et le sang sont 
prélevés. Chaque organe est analysé en HR-ICP-MS et histologie pour les groupes 1 à 5. Les organes 
-ICP-MS. Trois souris des groupes 1, 2 et 5 ont été suivi en IRM durant la durée de 
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2. Dev Résultats
2.1 Quantification du fer exogène des LT57NPOFs par HR-ICP-MS 
57NPOFs par ICP-MS grâce aux matrices de validation foie et 
pour les résultats présentés ci-
indispensable dans le cadre du suivi des LT57NPOFs sur le long terme. En effet, plus la durée de 
ence soient au-dessus de la limite de 
détection. On rappelle que la limite de détection pour le foie et la rate est égale à 3 ppm et pour les 
poumons, les reins et le sang égale à 0,3 ppm. Pour chaque souris et au sein de chaque organe, la 
concentration en LT57NPOFs a été mesurée par HR-ICP-MS pour les deux doses injectées au cours du 
temps et comparée aux valeurs de limite de détection (Figure 2.1). 
 
Figure 2.1 : Comparaison des concentrations de 57Fetot mesurées par HR-ICP-MS aux limites de détection. Les 
concentrations dans les organes solides (foie, rate, reins, poumons) sont comparées à la valeur de la 
limite de détection de la matrice foie pour la dose faible (A) et la dose élevée (B). La concentration 
dans le sang est comparée à la valeur de la limite de détection de la matrice sang pour la dose faible 
(C) et élevée (D).  
216 
 
semble des concentrations mesurées entre une heure 
et six mois sont au-dessus de la limite de détection et ce pour les deux doses, mises à part pour un point 
étection 
limite de détection sera écarté des statistiques.  
2.1.1 Quantification du 57Fe exogène dans la souris 
De la même manière que le chapitre précédent, la quantité de fer exogène mesurée en HR-ICP-
MS, 57Fetot est exprimée par le pourcentage de la masse totale de fer injectée notée %MI. On rappelle que 
dans le cas de la dose faible, 44 µg de fer ont été injectés et 182 µg pour la dose élevée. La Figure 2.2 
représente le cumul des fractions de fer exogène mesurées pour le foie, la rate, les reins et les poumons 
en fonction du temps pour les deux doses injectées. On observe que la fraction de 57Fetot pour la dose 
faible une heure après injection représente 111 % (± 10 %) de la masse de 57Fe injectée théoriquement. 
57Fetot en fonction des souris du 
dèle réalisé à partir de la courbe de validation dans la matrice foie, la 
mesure HR-ICP-MS a tendance à sous-estimer la concentration, avec un taux de recouvrement de 89 % 
plutôt que de la surestimer. Les erreurs sur la mesure ont été également estimées et ne permettent pas 
 57NPOFs est 
 
 
Figure 2.2 : Fraction de 57Fetot dans les souris (calculée sur les organes foie, rate, reins et poumons) exprimée en 
pourcentage de la masse en 57Fe injectée et en fonction du temps, pour la dose faible (gauche) et 
élevée (droite). Cette fraction est calculée en sommant les fractions de 57Fetot mesurée dans le foie, la 
rate, les reins, les poumons et le sang. 
étonnamment élevée et est égal à 100 
% (± 11 %) de la masse de 57Fe injectée. On constate que la totalité du fer exogène introduit est détecté 
par HR-ICP-MS. Ces résultats sont confirmés par la fraction de 57Fetot mesurée une semaine après 
injection à hauteur de 102 % (± 13 %).  
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Après injection de la dose élevée, un total de 86 % (± 14%) de la masse de 57Fe injectée est détecté 
par HR-ICP-MS une heure après injection. Les résultats concernant les deux doses montrent que le fer 
exogène est essentiellement ac
-dessus.  
2.1.2 Cinétique du fer exogène dans le foie 
La figure Figure 2.3 représente la fraction de 57Fetot mesurée en HR-ICP-MS dans le foie pour les 
deux doses. 
Pour la faible dose, la majorité du fer exogène est localisée dans le foie. En effet, une heure après 
injection la fraction de 57Fetot est égale 108 % (± 13 %) de la masse de 57Fe injectée. On constate 
également pour cette dose, que la fraction de 57Fetot diminue passant de 108 % (± 13 %) une heure suivant 
± 
hépatique du fer exogène est maximale un jour après injection, passant de 38,5 % (± 3 %) à 76 % (± 6 
%) à une heure et un jour après injection, respectivement. Cette observation suggère que la capture du 
fer exogène est limitée par la clairance hépatique. Comme pour la faible dose, la fraction de 57Fetot 
diminue au cours du temps passant de 76 % (± 6 %) à 12 % (± 1,3 %) entre le premier jour et le sixième 
mois après injection. Bien que les fractions de 57Fetot soient significativement différentes aux temps 
ffet 
pour la faible dose, le pourcentage de fer injecté est de 34 % (± 12 %), 21 % (± 3 %) et 15 % (± 3 %) et 
pour la dose élevée il est de 36 % (± 11 %), 18 % (± 2 %) et 12 % (± 1,3 %) à un, trois et six mois après 
injection respectivement. Ces résultats 
 
 
Figure 2.3 : Fraction de 57Fetot dans le foie mesurées par HR-ICP-MS et exprimées en pourcentage de masse de 
57Fe injectée pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) au cours du temps. 
2.1.3 Cinétique du fer exogène dans le sang 
La Figure 2.4 représente la fraction de 57Fetot retrouvée dans le sang. Pour les deux doses, on 
constate que le fer exogène disparait de la circulation sanguine entre une heure et un jour après injection. 
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En effet entre une heu
% (± 2,3 %) à 2 % (± 1 %) pour la faible dose et de 30 % (± 13 %) à 1 % (± 0,5 %) pour la dose élevée. 
Ces résultats montrent que le fer exogène circule encore dans le san
et est totalement acheminé vers les organes à un jour après injection. Par ailleurs, ces résultats expliquent 
const 57Fe augmente, 
 
 
Figure 2.4 : Fraction de 57Fetot dans le sang mesurées par HR-ICP-MS et exprimées en pourcentage de masse de 
57Fe injectée pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) au cours du temps. 
2.1.4 Cinétique du fer exogène dans la rate 
La Figure 2.5 présente la fraction de 57Fetot retrouvée dans la rate au cours du temps.  
 
Figure 2.5 : Fraction de 57Fetot dans la rate mesurées par HR-ICP-MS et exprimées en pourcentage de masse de 
57Fe injectée pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) au cours du temps. 
Pour la dose faible, on observe que la fraction de 57Fetot augmente légèrement entre une heure et 
une semaine après injection, passant de 4,2 % (± 0,4 %) à 5,4 % (± 0,5 %) de la masse de 57Fe injectée. 
heure après injection, on détecte encore du fer exogène correspondant à 7,2 % (± 2,3 %) de la masse de 
57Fe injectée, soit un total de 2,83 µg (± 0,89 µg) (Figure 2.4
fer exogène dans la rate provient vraisemblablement du sang suite à une accumulation tardive de celles-
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ci. Durant le premier mois après injection, la fraction de 57Fetot reste relativement constante et augmente 
au bout de trois mois, passant de 5 % (± 0,9 %) à 10,8 % (± 1,8 %). Cette augmentation suggère un 
57Fetot 
semaine, suggérant une recirculation du fer exogène. On observe une tendance similaire pour la dose 
élevée avec une nette augmentation de la quantité de la fraction de 57Fetot un jour après injection. On 
constate également une accumulation du fer exogènes dans la rate au bout de trois mois après injection.  
2.1.5 Cinétique du fer exogène dans les reins et les poumons 
La Figure 2.6 montre la fraction de 57Fetot recouvrée dans les organes reins et poumons au cours 
du temps après injection des deux doses.  
 
Figure 2.6 : Fraction de 57Fetot dans les reins (A) et dans les poumons (B) mesurées par HR-ICP-MS et exprimées 
en pourcentage de masse de 57Fe injectée pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) au cours du 
temps. 
Pour la dose faible, le fer exogène est peu localisé dans les reins et les poumons. En effet, la 
fraction de 57Fetot 
Cependant, pour la dose élevée, on observe une accumulation du fer exogène plus importante dans les 
reins. La fraction de 57Fetot ± 0,6 %) de la masse de 57Fe injectée, une heure 
après injection. Celle-
injection. Dans les poumons, on constate également une fraction de 57Fetot élevée et égale à 14,8 % (± 
2,9 %) une heure après injection. Lors de la récupération des poumons, nous avons constaté que ceux-
ci étaient imbibés de sang. Malgré le rinçage de ces derniers, une couleur rouge a persisté, témoignant 
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de la présence de sang dans les capillaires pulmonaires. Ainsi, la fraction de 57Fetot élevée pourrait en 
grande partie provenir de la quantité de fer exogène contenue dans le sang.  
2.1.6 Conclusion 
-ICP-
après injection. En parallèle la fraction de 57Fetot 
injection. Ces observations suggèrent un premier transfert du fer exogène du foie vers la circulation 
sanguine. Nous avons également constaté une augmentation de la fraction de 57Fetot dans la rate à partir 
de trois mois, suggérant un second transfert du fer exogène contenu dans le sang vers la rate. La Figure 
2.7 rep 57Fetot recouvrée dans le foie, la rate et le sang au cours du 
temps.  
 
Figure 2.7 : Evolution de la fraction de 57Fetot dans le foie, la rate et le sang au cours du temps après injection de 
la dose faible (gauche) et élevée (droite).  
57Fetot recouvrées dans 
le foie, la rate et le sang est constante pour la dose faible. Or, en examinant la fraction de 57Fetot dans 
chaque organe, on constate que celle-
dans le foie et augmente dans la rate et le sang. Cette observation confirme les phénomènes de transfert 
entre le foie et la rate via la circulation sanguine. On observe également ces processus de transfert pour 
la dose élevée entre un jour et une semaine et entre un et trois mois.  
Nous avons pu mettre en évidence un processus de transfert du fer exogène du foie vers la rate 
via la circulation sanguine. Néanmoins, les analyses HR-ICP-MS ne permettent pas de statuer quant à 
la nature du fer exogène transféré. Une première hypothèse est que les LT57NPOFs sont dans un premier 
temps localisées dans le foie puis excrétées au cours du temps et acheminées vers la rate. Cependant, 
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les NPOFs se dégradent dans le foie.3,4 Aussi une seconde hypothèse, plus probable, est que ce sont les 
dégradation, nous avons effectué un double suivi élémentaire et magnétique des LT57NPOFs au cours 
du temps et présenté dans la partie suivante.  
2.2 Dégradation des LT57NPOFs 
2.2.1 Biodistribution. 
Après injection des deux doses de LT57NPOFs, les souris ont été observées en IRM à différents 
dégradation des LT57
Figure 2.8 présente les images IRM des souris avant 
et après inj  
 
Figure 2.8 : Images IRM. Séquence écho de gradient FSPGR pondérées T2* (TR/TE = 300/10 ms) de souris après 
injection des deux doses de LT57NPOFs. Images réalisées une heure, un jour, une semaine, un, trois 
57NPOFs est 
enregistrée pour le foie (flèche rouge), la rate (flèche jaune) et les reins (flèches vertes). Les souris 
contrôles présentées CTL-6w et CTL-6m sont respectivement âgées de six semaines et six mois. 
On constate pour les deux doses que les LT57NPOFs sont acheminées majoritairement dans le 
foie et dans la rate, ce qui est cohérent avec les analyses du fer exogène par HR-ICP-
57NPOFs-
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SP. Ainsi pour chaque organe, les résultats obtenus en IRM sont comparés à ceux obtenus en RFM dans 
la section suivante. 
des LT57NPOFs au sein de ces tissus (Annexe 2). On constate que pour les deux doses la répartition des 
LT57NPOFs semble homogène au sein de ces deux tissus. En outre, aucune modification cellulaire, ni 
es après leur injection, comparativement aux tissus 
des souris contrôles. On observe également que les LT57NPOFs détectées par une coloration PEARLS 
spécifique du fer semblent être hors des noyaux des cellules.  
2.2.2 Comparaison des valeurs HR-ICP-MS et RFM 
De la même manière que dans le chapitre précédent les LT57NPOFs particulaires 
superparamagnétiques, notées 57FeSP, ont été quantifiées par RFM. Ces valeurs, comparées à la quantité 
de fer exogène totale, notée 57Fetot 57NPOFs au cours du 
tion du sang. On rappelle également que les produits de dégradation 
sont notés 57FeNSP. La Figure 2.9 57Fetot et  57FeSP au cours du temps 
pour les deux doses.  
-
ICP-
 pas été analysés en RFM pour les deux doses. Dans la suite nous les noterons 
par le symbole (NA*). 
 
Figure 2.9 : Comparaison des fraction 57Fetot et 57FeSP exprimées en pourcentage de masse de 57Fe injectée, 
mesurées respectivement par HR-ICP-MS (vert) et en RFM (jaune) pour la dose faible (gauche) et 
élevée (droite). Les échantillons non analysés sont notés par le symbole (NA*). 
On observe, pour les deux doses, une différence significative entre la fraction de 57Fetot et celle de 
57FeSP, dès une heure après injection. En effet, la fraction de 57Fetot mesurée représente 111% (± 10 %) 
et 86 % (± 14%) tandis que celle de 57FeSP vaut 64% (± 18%) et 45 % (± 4%) de la masse de 57Fe injectée 
pour les doses faible et élevée, respectivement. Ainsi, ce résultat suggère que dès une heure après 
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injection, les LT57NPOFs commencent à être dégradées et perdent leurs propriétés 
ractions 
57Fetot et 57FeSP 57NPOFs. Dans 
les sections suivantes, nous évaluer -ICP-MS et RFM dans 
chaque organe.  
2.2.2.1 Dégradation dans le foie 
La Figure 2.10 -ICP-MS 
(notée 57Fetot) et RFM (notée 57FeSP) au cours du temps dans le foie.  
 
Figure 2.10 : Fraction de 57Fe mesurés en HR-ICP-MS (vert), RFM (jaune) et différence entre ces deux valeurs 
(gris) au cours du temps pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) (A). Concentrations en µg/g 
des 57Fetot, 57FeSP et 57FeNSP dans le foie (B). Evolution de la concentration de 57FeNSP (droite en 
pointillé). Images IRM pondérées T2* (TR/TE = 300/10 ms) de foie (issus des images de la Figure 2.8) 
pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) en fonction du temps (C). Pourcentages de 
analysés sont notés par le symbole (NA*). 
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On observe dans un premier temps que la fraction de 57FeSP diminue avec le temps pour les deux 
doses. En effet, elle diminue de 57,5 % (± 17,5 %) à 2,15 % (± 2 %) et de 37,6 % (± 1,6 %) à 0,86 % (± 
0,4 %) de la masse de 57Fe injectée, entre une heure et trois mois pour les doses faible et élevée, 
respectivement. Comme présenté dans le chapitre précédent, la quantité de 57Fe non 
superparamagnétique, issue de la dégradation des LT57NPOFs notée 57FeNSP est calculée par :  
 
La quantité de 57FeNSP reflète et quantifie la dégradation magnétique des LT57NPOFs qui résulte 
de la faible 
dose, une fraction non négligeable de 57FeNSP ± 25 %) de la masse de 57Fe injectée, ce 
qui correspond à une concentration de 18 µg/g (± 10 µg/g). Deux hypothèses peuvent être formulées 
pour expliquer ces résultats, la première est que les LT57NPOFs se dégradent dans le foie dès une heure 
57NPOFs dans le sang. Entre 
une heure et une semaine, la concentration de 57FeNSP augmente de 18 µg/g (± 10 µg/g) à 30 µg/g (± 4 
µg/g) confirmant la dégradation des LT57NPOFs dans le foie. En revanche, à partir de trois mois la 
concentration de 57FeNSP ± 0,7 µg/g), correspondant à 16 % (± 2 %) de la 
masse de 57Fe injectée. Ces résultats mettent en évidence deux processus distincts de prise en charge des 
LT57NPOFs dans le foie. Le premier est la dégradation des LT57NPOFs après capture hépatique, et le 
57NPOFs du foie. 
En parallèle, les souris ont été analysées par IRM entre une heure et six mois après injection (Figure 
2.10 
de la présence des LT57NPOFs. Bien que la quantité de LT57NPOFs mesurée en RFM diminue entre ces 
deux temps, on constate que le contraste reste constant. Cette observation est due à une sursaturation du 
signal, c 57NPOFs en IRM pour ces 
dégradation des LT57NPOFs dans le foie. Trois et six mois après 
la valeur du signal mesuré pour les souris contrôles, attestant de la perte totale des propriétés 
magnétiques des LT57NPOFs.  
Pour la dose élevée, les fractions de 57Fetot et 57FeSP dans le foie à une heure après injection sont 
similaires, représentant respectivement 39 % (± 3 %) et 38 % (± 2 %) de la masse de 57Fe injectée. Ces 
observations montrent que les LT57
de 57FeNSP augmente. Or la quantité de 57FeSP ation de 57FeNSP ne semble 
pas due à la dégradation des LT57 57FeNSP. Une première 
hypothèse est que ceux-ci proviennent de la dégradation de LT57
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lien avec les observations réalisées pour la dose faible, de la dégradation précoce des LT57NPOFs dans 
le sang 57NPOFs dans le foie est identique 
à la vitesse de dégradation de celle- 57FeNSP à quantité de 57FeSP 
57NPOFs. Entre un jour 
et une semaine, la quantité de 57FeSP diminue, et celle de 57FeNSP augmente à quantité de 57Fetot constante. 
Ces résultats suggèrent que les LT57NPOFs sont dégradées dans le foie et que les produits issus de la 
limination des LT57NPOFs du foie. 
Entre une semaine et trois mois, la quantité de 57FeNSP diminue, confirmant les précédentes observations, 
selon lesquelles les produits issus de la dégradation des LT57NPOFs sont par la suite éliminés du foie. 
En IRM, on observe également que le contraste demeure constant entre une heure et une semaine 
malgré la diminution de la quantité de 57FeSP. Cela est dû à la saturation du contraste initial. En 
on constate que les 
LT57
dose faible et élevée, respectivement. Et ce pour des masses de fer égales à 5,2 µg (± 1,9 µg) et 2,8 µg 
(± 1 µg). Comparativement avec 
correspondant à une masse totale de fer de 56 µg, nous pouvons conclure que les LT57NPOFs 
synthétisées sont de bons agents de contraste.  
Pour les deux doses, la quantité de 57FeNSP suit une tendance similaire, à savoir une première 
augmentation puis la diminution de cette dernière entre une semaine et un mois. Ces résultats mettent 
en évidence deux processus distincts. Dans un premier temps, les LT57NPOFs sont dégradées, donnant 
gmentation de la concentration hépatique en 57FeNSP. Puis, ceux-ci sont éliminés du foie. Cette 
 
Des coupes de foie ont été analysées en MET en fonction du temps pour la dose faible et élevée 
(Figure 2.11 et Figure 2.13, respectivement). Une heure après injection, les LT57NPOFs sont 
internalisées dans les compartiments endo/lysosomaux des cellules du foie, et en particulier, dans les 
cellules de Kupffer, et ne sont pas agrégées, quelle que soit la dose injectée. On retrouve les LT57NPOFs 
dans les lysosomes, ce qui est cohérent avec une dégradation intralysosomale abordée dans le chapitre 
précédent ainsi que dans plusieurs études antérieures.3 5 
Pour la dose faible, on constate une raréfaction des LT57NPOFs dans les compartiments cellulaires 
dès un jour après injection. On observe aussi la présence de plus petites particules un jour après injection 
dans les compartiments endo/lysosomaux à un jour et un mois après injection. La distribution en taille 
de ces particules, déterminée à partir des clichés de MET est égale à 3,3 nm (± 0,6 nm). Celles-ci 
semblent moins contrastées que les LT57NPOFs et pourraient correspondre à des ferritines. Une semaine 
et un mois après injection les LT57NPOFs demeurent dans les compartiments endo/lysosomaux. 
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Cependant on constate que les LT57NPOFs semblent plus petites, et que leurs contours semblent moins 
définis. 
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Figure 2.11 : Images de MET dans le foie des LT57NPOFs, une heure (A, flèches bleues), un jour (B, flèches 
violettes), une semaine (C, flèches jaunes) et un mois (D, flèches oranges) après injection de la dose 
faible. Les LT57NPOFs sont endocytées dans des cellules de Kupffer (voile rouge). 
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La distribution en taille des particules observées sur les clichés de MET a été analysée en fonction 
du temps après injection (Figure 2.12
moyenne des particules localisées dans les lysosomes est égale à 8,3 nm (± 1,9 nm) et 8,1 nm (± 1,6 
nm), respectivement. Entre une heure et un jour, la taille des LT57NPOFs est sensiblement similaire à 
celle des LT57NPOFs post synthèse, égale à 8,7 nm (± 1,6 nm). Bien que la distribution en taille des 
LT57NPOFs à un jour après injection soit sensiblement similaire à celle des LT57NPOFs post synthèse. 
Une semaine après injection, la taille des LT57
(± 1,6 nm) témoignant de leur dégradation. Un mois après injection, leur taille diminue encore pour 
atteindre un diamètre moyen égal à 4,3 nm (±  
 
Figure 2.12 : Evolution de la distribution en taille des LT57NPOFs au sein des compartiments endo/lysosomaux 
dans le foie au cours du temps après injection de la dose faible. Les distributions en taille ont été 
réalisées à partir des clichés de MET, les couleurs utilisées pour les digrammes correspondent à 
celles des flèches indiquant la localisation des LT57NPOFs dans les images de la Figure 2.11. 
ure après injection les LT57NPOFs sont en partie 
après injection, les LT57NPOFs sont localisées en dehors de ces compartiments suggérant la diffusion 
de celles-ci hors de ces compartiments, ou encore la destruction de ceux-ci (Figure 2.13, C, flèches 
oranges).  
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Figure 2.13 : Images de MET des LT57NPOFs dans le foie, une heure (A, flèches bleues), un jour (B, flèches 
violettes), une semaine (C, flèches jaunes) et un mois (D, flèches oranges) après injection de la dose 
élevée.  
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La distribution en taille des LT57NPOFs a été analysée à partir des clichés de MET et comparée à 
celle des LT57NPOFs post synthèse (Figure 2.14 57NPOFs 
localisées dans le foie, une heure et un jour après injection est similaire à celle des LT57NPOFs post 
synthèse. En effet, la taille des LT57NPOFs une heure et un jour après injection est égale à 8,3 nm (± 2,1 
nm) et 8,1 nm (± 1,7 nm), comparativement à celle des LT57NPOFs post synthèse, égale à 8,7 nm (± 1,6 
nm). Ces observations sont cohérentes avec les résultats HR-ICP-MS et RFM, montrant 
après injection les LT57NPOFs ne sont pas dégradées. De plus, un jour après injection, on observe en 
HR-ICP-MS une augmentation de la quantité de 57FeNSP à quantité de 57FeSP constante (Figure 2.10 (B), 
57FeNSP 
produits issus de la dégradation des LT57
dégradation des LT57
taille des LT57 ± 1,4 nm), attestant de leur dégradation locale. Ces résultats 
suggérant la dégradation des LT57NPOFs. La taille des LT57 ± 
1,0 nm) confirme ces observations.  
 
Figure 2.14 : Evolution de la distribution en taille des LT57NPOFs au sein des compartiments endo/lysosomaux au 
cours du temps après injection de la dose élevée. Les distributions en taille ont été réalisées à partir 
des clichés de MET. Les couleurs utilisées pour les digrammes correspondent à celles des flèches 
indiquant la localisation des LT57NPOFs dans les images MET de la Figure 2.13. 
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Dans le foie, on distingue trois processus
convient ici de définir ces termes. Ces définitions seront utilisées dans la suite de ce manuscrit pour 
 
Les notations sont les suivantes :  
- Concentration en fer exogène sous forme de nanoparticules superparamagnétiques : [SP]organe 
- Concentration en fer exogène sous forme non superparamagnétique : [NSP]organe 
- Concentration en fer exogène totale, toutes formes confondues [57Fetot]organe 
La variation des concentrations en fer exogène total, superparamagnétique et non 
superparamagnétique dans un organe peut être modélisée en supposant que les espèces de fer exogène 
via le sang avec une vitesse qui dépend de la c
 :  
1)  
2)  
3)  
Les termes en rouge correspondent à ce que nous désignerons par la suite comme 
correspondent à ce que nous désignerons comme la dégradation du fer exogène sous forme 
superparamagnétique vers des formes non superparamagnétiques. 
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La Figure 2.15 constitue le bilan des processus de prise en charge des LT57NPOFs dans le foie en 
fonction du temps et pour les deux doses.  
 
Figure 2.15 : Bilan des processus de prise en charge des LT57NPOFs dans le foie au cours du temps pour la dose 
faible (gauche) et élevée (droite). 
2.2.2.2 Dégradation dans la rate 
La Figure 2.16 -ICP-MS et 
57NPOFs 
après injection. En effet la fraction de 57FeSP ± 2,9 %) et 8,8 % (± 2,2 %) pour la dose 
faible et élevée, respectivement. 
 Pour la dose faible, on constate que les fractions 57Fetot et 57FeSP sont sensiblement similaires 
entre une heure et une semaine, ce qui suggère que les particules arrivent intègres dans la rate et y 
conservent leurs propriétés superparamagnétiques. Un mois après injection, on observe une 
augmentation de la fraction de 57FeNSP et la diminution de 57Fetot. Deux hypothèses peuvent être 
formulées. La première est que les LT57NPOFs se dégradent localement et les produits issus de la 
dégradation sont éliminés dans un deuxième temps. La seconde hypothèse serait une élimination directe 
des LT57NPOFs de la rate. Trois mois après injection, on constate une forte augmentation de la 
concentration splénique en 57FeNSP, plus importante que la quantité de 57Fetot au temps précédent, ce qui 
suggère un apport extérieur. Cette augmentation e
produits issus de la dégradation des LT57
le sang.  
 première 
de la quantité de LT57
saturation du signal. A partir de trois mois, on 
contraste est comparable à celle des souris contrôle. Or la rate parait toujours très sombre (Figure 2.16 
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(C). En observant les rates des souris contrôles âgées de six mois, on constate que la rate est également 
très sombre (plus sombre que pour les souris de six semaines). Aussi le fer endogène, probablement sous 
 
 
Figure 2.16 : Fraction de fer exogène dans la rate mesurée en HR-ICP-MS (vert), RFM (jaune) et différences entre 
ces deux valeurs (gris) en fonction du temps pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) (A). 
Concentrations en µg/g des 57Fetot, 57FeSP et 57FeNSP dans la rate (B).Images IRM pondérées T2*(TR/TE 
= 300/5 ms)  de rates (issues des images de la Figure 2.8) pour la dose faible (gauche) et élevée 
(droite) en fonction du temps (C). Evolution des contrastes IRM des parenchymes spléniques en 
fonction du temps (D). Les échantillons non analysés sont notés par le symbole (NA*). 
57FeNSP au bout 
57NPOFs sont relativement 
stables aux temps courts et ne se dégradent pas dans la rate. Ainsi, et en adéquation avec les résultats 
57FeNSP issue de la dégradation 
précoce des LT57NPOFs dans le sang qui se localise dans la rate au temps courts. La fraction maximale 
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57FeSP, qui représente 8,8 % (± 2,2 %) de la masse injectée ou une concentration de
57Fe égale à 142 µg/g (± 30 µg/g) est atteinte un jour après injection. Entre un jour et un mois on constate 
que la quantité de 57FeNSP est négligeable, suggérant que les LT57NPOFs ne se dégradent pas. En 
revanche, on constate une diminution concomitante de la quantité de 57Fetot et 57FeSP passant de 89 µg/g 
(± 8 µg/g) à 72 µg/g (± 13 µg/g) et de 142 µg/g (± 30 µg/g) à 66 µg/g (± 19 µg/g), respectivement. 
Encore une fois, deux hypothèses peuvent être formulées pour expliquer cette diminution. La première 
est que les LT57NPOFs sont dégradées et les produits de dégradation sont excrétés de la rate peu après. 
 LT57NPOFs. Enfin, en accord avec les résultats 
pour la faible dose, les quantités de 57Fetot et 57FeNSP augmentent à partir de trois mois, confirmant le 
 
En conclusion, on constate un passage dans la rate précoce (dès une heure) des produits issus de 
la dégradation des LT57NPOFs dans le sang, ains
de ceux issus de la dégradation de LT57 57NPOFs 
le foie. Les analyses IRM montrent également une saturation du signal entre une heure et une semaine. 
les deux doses.  
Des coupes de rate ont été analysées par MET. On retrouve les LT57NPOFs dans les 
compartiments endo/lysosomaux des cellules de la rate, et en particulier dans des macrophages, dès une 
Figure 2.17). Entre une heure et un mois, les LT57NPOFs 
semblent rester dans les compartiments endo/lysosomaux. On constate la présence de petites particules 
à proximité des LT57NPOFs. Celles-ci, localisées dans ou hors des compartiments endo/lysosomaux et 
± 0,9 nm) évoquent des particules de ferritines. Un jour et une semaine après 
injection, on constate des structure de type finger print à proximité des LT57NPOFs, caractéristique de 
la présence de protéines organisées de ferritine (Figure 2.17, (B & C (flèches rouges)). 
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Figure 2.17 : Images de MET des LT57NPOFs dans la rate, une heure (A, flèches bleues), un jour (B, flèches 
violettes), une semaine (C, flèches jaunes) et un mois (D, flèches oranges) après injection de la dose 
faible. Un jour et une semaine après injection, on constate la présence de structure type finger print 
à proximité des LT57NPOFs (flèches rouges). 
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La distribution en taille des particules a été analysée à partir des clichés de MET sur un total de 
150 particules (Figure 2.18
distributions en taille des LT57NPOFs égales à 8,6 nm (± 1,9 nm) et 8,4 nm (± 2,4 nm), respectivement, 
sont comparables à celle des LT57NPOFs post synthèse, égale à 8,7 nm (± 1,6 nm). Ces observations 
confirment les résultats RFM, selon lesquels les LT57NPOFs ne sont pas dégradées entre une heure et 
un jour après injection (Figure 2.16 57NPOFs 
± 
RFM obtenus précédemment, les quantités de 57FeSP et 57FeNSP 
semaine. Aussi nous en avions conclu que les LT57NPOFs ne se dégradaient pas pour ce temps. 
Cependant, la diminution de taille de celles-
57NPOFs, les produits 
57FeNSP lorsque la taille des LT57NPOFs diminue. Nous pouvons en o
plus haut, selon laquelle les LT57NPOFs seraient éliminées sous forme particulaire de la rate.  
 
Figure 2.18  LT57NPOFs au sein des compartiments 
endo/lysosomaux de cellules de la rate au cours du temps après injection de la dose faible. Les 
couleurs utilisées pour les digrammes correspondent à celles des flèches indiquant la localisation 
des LT57NPOFs dans les images de la Figure 2.17. 
La Figure 2.19 représente les clichés de MET de coupe de rate après injection de la dose élevée. 
Une heure après 57NPOFs est localisée dans les 
compartiments endo/lysosomaux. On constate néanmoins que certaines LT57NPOFs demeurent dans le 
Figure 2.19, B flèches vertes). Ces observations sont 
cohérentes avec les  des LT57NPOFs dans la rate atteint un 
Figure 2.16), aussi le processus de capture cellulaire est en cours à un jour 
après injection. Pour ces temps, les LT57
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semaine après injection, le contour des LT57 éfini, comparativement aux 
LT57
LT57NPOFs sont toujours localisées dans les compartiments endo/lysosomaux. Un mois après injection, 
on observe que les LT57NPOFs commencent à être localisées hors des compartiments lysosomaux, par 
ouverture de ceux-ci ou par transport des LT57NPOFs hors de ces compartiments. Des structures de type 
finger print sont également présentes à proximité des LT57NPOFs, attestant de la présence de ferritines 
(flèches rouges).  
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Figure 2.19 : Images de MET des LT57NPOFs dans la rate, une heure (A, flèches bleues), un jour (B, flèches 
violettes dans les compartiments endo/lysosomaux et flèches vertes pour les LT57NPOFs contenues 
hors de ces compartiments.), une semaine (C, flèches jaunes) et un mois (D, flèches oranges) après 
injection de la dose élevée. Un mois après injection on constate la présence de structure type finger 
print (flèches rouges). 
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La distribution en taille des particules a été analysée à partir des clichés de MET sur un total de 
150 particules (Figure 2.20
distributions en taille des LT57NPOFs égales à 8,5 nm (± 2,0 nm) et 8,6 nm (± 2,3 nm), respectivement, 
sont comparables à celle des LT57NPOFs post synthèse, égale à 8,7 nm (± 1,6 nm). Ces observations 
confirment les résultats RFM, selon lesquels les LT57NPOFs ne sont pas dégradées entre une heure et 
un jour après injection (Figure 2.16 57NPOFs mesurée à 
partir des clichés de MET est égale à 7,5 nm (± 1,6 nm), aussi et en adéquation avec les résultats RFM, 
les LT57NPOFs se dégrade 57NPOFs est égale à 7,1 nm (± 1,8 nm) 
ce qui confirme leur dégradation. Ces observations, complémentaires des résultats RFM montrent que 
la diminution simultanée des quantités de 57Fetot et 57FeSP observée dans la Figure 2.16 montrent que les 
LT57NPOFs ne sont pas éliminées de la rate mais dégradées dans les compartiments endo/lysosomaux 
de cellules spléniques. En outre, les produits issus de la dégradation sont excrétés de la rate après 
dégradation des LT57NPOFs.  
 
Figure 2.20 57NPOFs au sein des compartiments 
endo/lysosomaux au cours du temps après injection de la dose élevée. Les couleurs utilisées pour 
les digrammes correspondent à celles des flèches indiquant la localisation des LT57NPOFs dans les 
images de la Figure 2.19. 
La combinaison de ces résultats permet de mettre en avant quatre processus distincts ayant lieu 
dans la rate. Dans un premier temps les LT57NPOFs sont accumulées dans la rate où elles sont confinées 
-ci, 
Les 
produits issus de la dégradation sont ensuite excrétés de la rate entre une semaine et un mois après 
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injection. Enfin, on observe une accumulation tardive de fer exogène non magnétique issu de la 
dégradation des LT57NPOFs 
ces expériences est que le transfert entre le foie et la rate concerne des entités non magnétiques. Les 
produits issus de la dégradation des LT57NPOFs dans le foie sont excrétés de celui-ci et transférés vers 
la rate via la circulation sanguine. Aussi le rôle de la rate est double pui 57NPOFs 
y sont dégradées (beaucoup plus lentement que dans le foie) et, 
organe de stockage des produits issus de la dégradation. La Figure 2.21 présente le bilan des processus 
de prise en charge des LT57NPOFs dans la rate en fonction du temps et pour les deux doses.  
 
Figure 2.21 : Bilan des processus de prise en charge des LT57NPOFs dans la rate au cours du temps pour la dose 
faible (gauche) et élevée (droite). 
2.2.2.3 Dégradation dans les reins et les poumons 
-ICP-MS (Figure 2.6), les LT57NPOFs ne sont que très peu accumulées 
 
La Figure 2.22 (A) représente les fractions de fer exogène mesurées en HR-ICP-MS et RFM au 
cours du temps, respectivement, ainsi que la fraction de 57FeNSP, calculée par la différence des deux 
valeurs précédentes dans les poumons. On observe dans un premier temps pour la dose faible, que les 
fractions de 57Fetot et 57FeSP sont indiscernables, avec des valeurs égales à 1,4 % (± 0,6 %) et 1,2 % (± 
0,6 %), respectivement à une heure après injection. Ainsi les LT57NPOFs sont internalisées dans les 
poumons sous forme particulaire. Alors que la variation au cours du temps de la quantité de 57Fetot est 
faible, passant de 3,1 µg/g (± ± 0,3 µg/g) après six mois, la 
quantité de 57FeSP diminue plus rapidement, passant de 4,6 µg/g (± 2,6 µg/g) à 0,1 µg/g (± 0,16 µg/g) 
entre ces deux temps. Ainsi, les LT57NPOFs localisées dans les poumons sont probablement dégradées 
et les produits issus de leur dégradation sont éliminés très partiellement des poumons entre un et trois 
mois. En effet la quantité de 57FeNSP passe de 2,5 µg/g (± 0,4 µg/g) à 1,9 µg/g (± 0,4 µg/g).  
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Figure 2.22 : Fractions de fer exogène dans les poumons mesurées en HR-ICP-MS (vert), RFM (jaune) et 
différences entre ces deux valeurs (gris) en fonction du temps pour la dose faible (gauche) et élevée 
(droite) (A). Concentration en µg/g des 57Fetot, 57FeSP et 57FeNSP dans les poumons (B). Les 
échantillons non analysés sont notés par le symbole (NA*). 
Pour la dose élevée, on constate une quantité de 57Fetot élevée une heure après injection, à hauteur 
de 66 µg/g (± 12 µg/g). Cette quantité peut être due à la présence de quelques agrégats dans le sang qui 
sont retenus dans les capillaires 
similaire à celle de la faible dose. Les quantités de 57Fetot et de 57FeSP, égales à 21 µg/g (± 9 µg/g) et 21 
µg/g (± 8 µg/g) sont similaires à celles mesurées à un jour après injection, témoignant de la présence de 
LT57NPOFs. Les analyses en MET des coupes de poumons pour la dose élevée, un jour après injection, 
montrent la présence de LT57NPOFs dans des compartiments endo/lysosomaux dans les cellules 
pulmonaires (Figure 2.23, flèches violettes). Puis la quantité de 57FeSP diminue à quantité de 57Fetot 
constante, confirmant leur dégradation dans les poumons et leur transformation en fer non magnétique. 
On constate également la diminution de la quantité de 57Fetot entre un mois et six mois, passant de 24 
µg/g (± 11 µg/g) à 10 µg/g (± ielle des produits issus 
de la dégradation des LT57NPOFs des poumons.  
Les LT57NPOFs localisées dans les poumons y sont ainsi dégradées entre un jour et trois mois. 
Les produits issus de leur dégradation sont ensuite très partiellement éliminés des poumons, avec une 
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Figure 2.23 :Images de MET des LT57NPOFs un jour après injection de la dose élevée dans les poumons (flèches 
violettes). 
La Figure 2.24 montre le bilan des processus de prise en charge des LT57NPOFs dans les poumons 
en fonction du temps et pour les deux doses.  
 
Figure 2.24 : Bilan des processus de prise en charge des LT57NPOFs dans les poumons au cours du temps pour la 
dose faible (gauche) et élevée (droite). 
La Figure 2.25 présente les quantités de fer exogène mesurées par HR-ICP-MS et RFM, 
respectivement et les différences de ces valeurs, dans les reins.  
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Figure 2.25 : Fractions de fer exogène mesurées en HR-ICP-MS (vert), RFM (jaune) et différences de ces deux 
valeurs (gris) en fonction du temps pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) (A). Concentrations 
en µg/g des 57Fetot, 57FeSP et 57FeNSP dans les reins (B).Images IRM pondérées T2*(TR/TE = 300/5 ms)  
de reins (issus des images de la Figure 2.8) pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) en fonction 
Les échantillons non analysés sont notés par le symbole (NA*). 
57Fetot est plus élevée que celle de 
57FeSP 
ne heure. Pour la dose faible, la quantité de 57Fetot reste constante au cours 
du temps alors que la quantité de 57FeSP diminue. En effet, la quantité de 57Fetot varie de 1,25 µg/g (± 
0,25 µg/g) à 1,74 µg/g (± 0,3 µg/g) entre une heure et six mois alors que la quantité de 57FeSP diminue 
de 0,6 µg/g (± 0,2 µg/g) à 0,07 µg/g (± 0,06 µg/g). Ces résultats suggèrent que les LT57NPOFs sont 
dégradées dans les tissus rénaux et les produits issus de leur dégradation y persistent. On observe en 
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IRM une légère 
la présence de LT57NPOFs dans les reins un jour après injection, aucune variation significative du 
contraste global  
Pour la dose élevée, on constate une quantité élevée de 57Fetot comparativement à la quantité de 
57FeSP 57FeNSP additionnels ou à la dégradation précoce des LT57NPOFs 
. La diminution de la quantité de 57Fetot 
dès le premier jour, des 57FeNSP. On observe également que la quantité de 57FeSP diminue en fonction du 
temps. En effet, celle-ci est égale à 7 µg/g (± 2 µg/g), 4 µg/g (± 2 µg/g), 1,5 µg/g (± 0,5 µg/g) et 0,3 
µg/g (± 
raste sont 
cohérentes avec ces observations. Une heure après injection de la dose élevée, les reins paraissent 
Figure 2.25 (C et D)). On observe également un contraste 
persistant dans le cortex entre un jour et une semaine après injection, démontrant la localisation des 
LT57NPOFs dans ceux-ci.  
Pour les deux doses, la quantité de 57FeSP diminue à quantité de 57Fetot constante. Ainsi, les 
LT57NPOFs se dégradent dans les reins, et les produits issus de la dégradation persistent dans les reins 
 
La Figure 2.26résume le bilan des processus de prise en charge des LT57NPOFs dans les reins en 
fonction du temps et pour les deux doses.  
 
Figure 2.26 : Bilan des processus de prise en charge des LT57NPOFs dans les reins au cours du temps pour la 
dose faible (gauche) et élevée (droite). 
Dans cette partie, nous avons analysé les dynamiques de dégradation des LT57NPOFs en fonction 
e 
LT57 57FeNSP dès une 
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heure après injection suggère un mécanisme de dégradation précoce dans le sang. On constate également 
que dans la majorité des organes les LT57NPOFs se dégradent, donnant lieu à des entités non 
superparamagnétiques. Celles-ci sont, en première hypothèse, complexées avec des ligands endogènes 
et protéines, affins du fer. La présence de ferritines à proximité des LT57NPOFs suggère la prise en 
charge des produits issus de leur dégradation, par les ferritines. Enfin, on observe que ces produits de 
 
2.2.3 Transfert des produits issus de la dégradation 
Les organes reins et poumons concentrent une fraction faible du fer exogène injecté, bien que 
potentiellement importante pour la physiopathologie. Dans la suite, ils ne seront plus considérés dans 
 
Dans le foie, on constate que la quantité de fer exogène mesurée en HR-ICP-MS diminue au cours 
Figure 2.27). Par 
ailleurs, on constate que celle-
trois mois. Nous avons mentionné dans la section 2.1 ansfert de fer exogène du foie 
vers la rate via la circulation sanguine. A partir du double suivi élémentaire et magnétique des 
LT57NPOFs, nous constatons que ce transfert a lieu entre les produits issus de la dégradation des 
LT57NPOFs dans le foie qui sont par la suite acheminés dans la rate. 
-ci dans le sang et la 
rate ont été quantifiés entre une semaine et un  mois et entre un et trois mois pour les deux doses (Figure 
2.27 (C et D)). 
 
Figure 2.27 : Fractions de 57FeNSP éliminées du foie et récupérées par la rate ou présente dans le sang, entre une 
semaine et un mois et entre un et trois mois pour la dose faible (gauche) et élevée (droite).  
57FeNSP est retrouvée dans la rate et dans le sang. 
Cependant, les organes analysés ne permettent pas de rendre compte du devenir de la majorité de cette 
fraction NSP issue du foie. Pour la dose élevée, la majorité du 57FeNSP est recyclée dans la circulation 
sanguine. La quantité de 57Fetot t à 
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Figure 2.2) pour les deux doses. Ainsi, ces du fer 
via 
57FeNSP issues du foie est retrouvée dans le sang et dans la rate pour la dose faible. On 
57FeNSP dans la rate entre un et trois mois. Ces résultats montrent que les LT57NPOFs sont 
majoritairement dégradées dans le foie. Puis les produits issus de la dégradation sont dans un premier 
temps éliminés du foie entre une semaine et un mois après injection. Une partie de ces derniers est 
ensuite acheminée dans la circulation sanguine puis stockée dans la rate entre un mois et trois mois. Ces 
résultats sont en accord avec une étude effectuée précédemment au laboratoire, qui a également montré 
une augmentation du fer non superparamagnétique dans la rate entre un et six mois après injection de 
NPOFs.3 En lien avec le premier chapitre de ce manuscrit, ces résultats suggèrent que le fer issu de la 
dégradation est pris en charge par les ferritines endogènes ou autres protéines intervenant dans le 
métabolisme du fer telles que les transferrines, et rejoignent la réserve de fer endogène.  
2.2.4 Effet de la dose  
Lors de cette expérience, deux doses ont été administrées au souris, la dose faible représentant un 
et de transfert ont lieu essentiellement dans le foie, la rate et le sang. Ainsi nous considérerons seulement 
 
2.2.4.1 Effet de la dose dans le foie 
Dans le cas du foie, les résultats présentés précédemment (2.2.2.1) ont mis en évidence deux 
processus distincts, la dégradation des LT57
La Figure 2.28 représente les fractions de 57FeSP et 57FeNSP dans le foie en fonction du temps, exprimées 
soit en pourcentages de masse de 57Fe injectée, soit en µg/g.  
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Figure 2.28 : Quantités de 57FeSP dans le foie, exprimées en pourcentage de la masse de 57Fe injectée (A) et en µg/g 
(B) et quantités de 57FeNSP dans le foie exprimées en pourcentages de masse injectée (C) et en µg/g 
(D), au cours du temps. 
En considérant unique 57FeSP, on constate que ces valeurs sont 
concentration (en µg/g du 57FeSP 57NPOFs est donc bien 
supérieure pour la dose élevée comparativement à la dose faible (11 µg/g (± 6 µg/g) versus 69 µg/g (± 
25 µg/g)). De plus, la cinétique de dégradation est plus rapide pour la dose élevée que pour la dose 
faible. En effet, la différence de concentration de 57FeSP entre un jour et un mois, est égale à environ 12 
µg/g pour la dose faible à comparer à 67 µg/g pour la dose élevée. Ces résultats montrent que la cinétique 
de dégradation dépend de la dose administrée et que cette dernière est plus rapide pour la dose injectée 
la plus élevée. Une étude antérieure effectuée dans le laboratoire montre une cinétique de dégradation 
3 
s injection de NPOFs, les cellules de Kupffer exploitent leur capacité 
de dégradation en fonction de la dose administrée. En augmentant la dose, les cinétiques de dégradation 
-dessus duquel les 
57FeNSP reflète le 
processus de leur élimination du foie. Au même titre que pour le 57FeSP, la variation de la fraction de 
57FeNSP 
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accord avec les cinétiques de dégradation, que la quantité de 57FeNSP est supérieure dans le cas de la dose 
élevée, comparativement à la dose faible. La différence des quantités de 57FeNSP 
µg/g et 32 µg/g entre une semaine et un mois pour la dose faible et élevée, respectivement. Ainsi dans 
57NPOFs du foie est 
plu
processus de dégradation des LT57
édemment, la saturation en fer exogène 
 
2.2.4.2 Effet de la dose dans la rate 
La Figure 2.29 représente les quantités de 57FeSP et 57FeNSP dans la rate, exprimées en pourcentages 
de masse de 57Fe injectée et en µg/g.  
57NPOFs dans la rate est maximale 
à un jour et ce pour les deux doses. Entre un jour et une semaine, la quantité de 57FeSP reste constante 
pour la dose faible, passant de 27 µg/g (± 15 µg/g) à 27,5 µg/g (± 5 µg/g). En revanche pour la dose 
élevée, on constate que celle-ci diminue de 142 µg/g (± 30 µg/g) à 87 µg/g (± 21 µg/g), sans 
augmentation significative de la quantité de 57FeNSP
de MET, on a montré que pour ces temps, les LT57NPOFs se dégradent dans la rate. Entre une semaine 
et un mois, la perte de 57FeSP 57FeNSP à 
seulement environ 5µg/g. Aussi, entre une semaine et un mois, les produits issus de la dégradation des 
LT57 mois et trois mois, la 
perte de 57FeSP 
inférieur au gain de 57FeNSP égal à 26 µg/g et 92 µg/g environ pour les doses faible et élevée, 
respectivement. Un scénario possibl
57FeNSP 57
parallèle de produits issus de la dégradation des LT57 foie. La 
quantité de 57FeNSP accumulée à trois mois est significativement supérieure dans le cas de la dose élevée, 
comparativement à la dose faible.  
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Figure 2.29 : Quantités de 57FeSP dans la rate, exprimées en pourcentage de la masse de 57Fe injectée (A) et en µg/g 
(B) et quantités de 57FeNSP dans la rate exprimées en pourcentages de masse injectée (C) et en µg/g 
(D), au cours du temps. 
2.2.4.3 Effet de la dose dans le sang 
Enfin, la Figure 2.30 représente la quantité de 57Fetot dans le sang en fonction du temps, exprimée 
en pourcentage de masse injectée et en µg/µL. On constate une tendance similaire pour les deux doses, 
à savoir une première diminution de la quantité de 57Fetot 
57NPOFs au sein des différents organes. Puis celle-ci augmente au bout 
u fer exogène dans le sang. Enfin entre 
trois mois et six mois, on observe la diminution de la quantité de 57Fetot 
expérience. On observe que la concentration en 57Fetot dans le sang dépend fortement de la dose. En effet 
± 0,0006 µg/µL) sont présents dans le sang 
pour la dose faible contre 0,3 µg/µL (± 0,01 µg/µL) pour la 
semble donc plus lente pour les doses élevées. La quantité de fer exogène circulant dans le sang à partir 
comparativement à la dose faible. En effet, entre une semaine et trois mois, la concentration de fer 
exogène dans le sang passe de 0,003 µg/µL (± 0,0008 µg/µL) à 0,007 µg/µL (± 0,002 µg/µL) pour la 
dose faible, contre 0,009 µg/µL (± 0,001 µg/µL) à 0,026 µg/µL (± 0,008 µg/µL) pour la dose élevée.  
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Figure 2.30 : Quantité de 57Fetot dans le sang exprimée en pourcentage de la masse injectée (gauche) et en µg/g 
(droite).  
Que ce soit pour le foie, la rate ou le sang, on 
est similaire pour les deux doses, avec néanmoins des cinétiques différentes. Ces résultats montrent que 
 leurs 
métaboliser les LT57 aximum de ses capacités, ce qui a été observé 
 
2.3 Discussion 
La Figure 2.31 semble des résultats présentés ci-dessus. Après injection 
intraveineuse, les LT57NPOFs circulent dans le sang pour être notamment distribuées au foie, à la rate, 
aux reins et aux poumons (Figure 2.31 
deux doses injectées. Dans celui-
après un jour pour la dose élevée. On y constate une augmentation de la fraction de 57FeNSP à une heure 
et à un jour après injection pour la dose faible et élevée, respectivement. Dans le cas de la dose faible, 
cette augmentation est attribuée à la dégradation des LT57NPOFs, celles-
dans les compartiments endo/lysosomaux. Pour la dose élevée, la fraction de 57FeSP étant constante pour 
ces temps, une hypothèse est que la fraction de 57FeNSP provient de la dégradation précoce des 
LT57NPOFs 
des échantillons. Une possibilité serait de lyophiliser ces échantillons afin de concentrer au maximum 
les LT57NPOFs pour obtenir un signal en RFM. Néanmoins, cette stratégie nécessite de prélever un 
-
ci sont relargués dans le sang et acheminés en partie vers la rate entre un et trois mois (Figure 2.31 (B)). 
La quantité de 57FeNSP  analysés. Ainsi les produits de 
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anglions ou encore 
être excrétés d Figure 2.31 (C)).  
 
Figure 2.31 : Dynamique de circulation des LT57NPOFs injectées par voie intraveineuse. Après circulation dans 
le sang (A), celles-ci sont localisées dans les organes foie, rate, reins et poumons. Les produits issus 
de la dégradation des LT57NPOFs (notés Fe3+
organes ou éliminées (C, D et E). 
 la dose faible et pour la dose élevée, les 
LT57NPOFs sont dégradées. Les produits issus de la dégradation sont redistribués dans la circulation 
sanguine où ils sont excrét Figure 2.31 flèche en 
pointillé rouge et orange, respectivement). Néanmoins, cette quantité représente environ 5 µg de fer 
de 57FeSP comparativement à celle de 57Fetot, caractéristique de la dégradation des LT57NPOFs. Au bout 
57FeNSP 
s produits de dégradation 
issus du foie.  
Les LT57NPOFs ne sont que faiblement acheminées vers les poumons, où elles sont dégradées. 
Les produits issus de la dégradation sont en partie éliminés des poumons à partir de trois mois vers 
rganisme (Figure 2.31 (E)). La quantité éliminée est inférieure à 1 µg 
de fer, et devient négligeable dans le sang ou dans des organes tels que le foie ou la rate.  
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Enfin une minorité des LT57NPOFs est localisée dans les reins où elles sont dégradées au bout 
que la fraction de 57Fetot y demeure constante. Aussi les reins constituent un véritable circuit fermé où 
les LT57NPOFs sont dégradées puis les produits issus de la dégradation y sont stockés.  
57NPOFs ainsi 
que les dynamiques de circulation de leurs produits de dégradation. En acco
précédemment citée et réalisée par Levy et al.3, la dégradation des LT57NPOFs dépend non seulement 
tope du fer, le 57Fe, il a été possible de suivre non seulement 
le devenir des entités superparamagnétiques mais également leurs produits de dégradation. En outre 
leurs dynamiques de circulation spatiales et temporelles ont pu être suivies sur un période de six mois.  
Durant cette expérience, un grand nombre de souris ont été analysées. Le coût des analyses par 
HR-ICP-
perspective de ce travail serait de redéfinir 
57
de cages métaboliques à disposition, il serait intéressant de prélever le colon. En effet, en récupérant le 
colon, nous pourrions évaluer la quantité de fer exogène éliminée par les selles sans avoir recours à des 
 les produits de dégradation pourraient être éliminés par 
les selles est cohérente avec la quantité de fer endogène mesurée dans ceux-ci pour les souris contrôles, 
± 127 µg/g) et 315 µg/g (± 67 µg/g) pour des souris âgées de six semaines et 
six mois, respectivement.  
57NPOFs dans le 
phénomènes de dégradation à 
mener des études systématiques de dégradation et de cytotoxicité des LT57NPOFs dans des cellules 
in vitro pourraient être menées dans des cellules 
de Kupffer pour le foie et dans des cellules du système immunitaire telles que les lymphocytes et 
LT57NPOFs afin, entre autre, de comprendre leur diffusion hors des compartiments endo/lysosomaux 
observée dans la rate et dans le foie un mois après injection de la dose élevée (Figure 2.19). 
En comparant cette étude avec celle présentée dans le chapitre précédent, nous constatons une 
différence importante entre les fractions de fer exogène recouvrées dans le foie. La dose injectée de 
57
comparable à la dose faible de LT57NPOFs injectée et égale à 44 µg de fer. Toutefois, dans le chapitre 
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57NPOFs à une 
heure après injection, alors que pour les LT57 Figure 2.32 (A)).  
 
Figure 2.32 : Fraction de 57Fetot mesurée en HR-ICP-MS dans le foie à une heure après injection  des LT57NPOFs 
(chapitre 3) et 57NPOFs (chapitre 2) pour des doses administrées égales à 44 µg et 50 µg en fer (A). 
Taille des LT57NPOFs et 57NPOFs mesurées en MET et DDL (B). 
Bien que les LT57 57NPOFs, il est 
surprenant de constater un telle différence. Aussi une première hypothèse est que la chimie de surface 
est significativement modifiée en présence des lanthanides, comparativement aux 57NPOFs. Nous 
rappelons dans la Figure 2.33 57NPOFs et des 57NPOFs. Une première 
hypothèse est que la présence des complexes de lanthanides Lt-p-SCN-Bn-DOTA créent un 
environnement hydrophobe (induit par le complexe DOTA) sur lesquelles des protéines peuvent 
57NPOFs par le système réticulo-
endothélial et leur accumulation dans le foie. 
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Figure 2.33 : Enrobage des LT57NPOFs (gauche) et des 57NPOFs (droite). 
Une autre hypothèse pourrait être que les chaînes du PEG bifonctionnel non fonctionnalisées avec 
des lanthanides se replient vers la particule (Figure 2.34), exposant à la solution une surface PEG quasi 
pure, sans amines primaires. Le PEG ayant tendance à augmenter la furtivité des nanoparticules, celles-
ci sont reconnues moins rapidement par le système réticulo-endothélial. Aussi elles 
moins dans le foie. Cette hypothèse est corroborée par le fait que le rendement de greffage des 
lanthanides sur le polymère Dopa-PIMA-PEG est étonnamment faible pour la réaction de couplage 
considérée, qui est généralement efficace. Aussi, le repliement des chaînes bifonctionnelles vers la 
surface de la particule rendraient les amines moins disponibles pour le couplage avec les complexes. 
 
Figure 2.34 
 
 Aussi une étude de la stabilité et de la couronne de protéines formée autour des 57NPOFs et 
LT57
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e thèse, nous nous sommes 
in vivo  
Grâce au marquage isotopique avec du 57Fe, nous avons, pour la première fois, suivi le devenir 
période de six mois. 
57NPOFs et 
à la comparaison de celui-ci a  
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3.
Nous rappelons que les LT57 -PIMA-PEG 
fonctionnalisé avec des complexes de lanthanides, et en particulier des complexes de gadolinium et de 
thulium. Dans cette expérience, les souris ont reçu soit une dose faible soit élevée de LT57NPOFs. Les 
masses de fer, gadolinium et thulium injectée pour ces deux doses sont données dans le Tableau 11 
 
Tableau 11 : Masse de fer, gadolinium et thulium injectée pour les doses faible (low dose) et élevée (high dose). 
57NPOFs se 
dégrade, principalement dans le foie. Les produits issus de la dégradation sont alors excrétés de cet 
organe vers la circulation sanguine, pour être stockés dans différents organes, et en particulier dans la 
temporelles et spatiales 57  
complexes de lanthanides et vérifier que ceux-ci permettent effectivement de tracer le polymère Dopa-
PIMA-PEG.  
3.1 Efficacité du marquage du polymère avec les complexes de lanthanides 
3.1.1 Robustesse de la liaison complexe  polymère 
Les complexes de lanthanides ont été greffés sur le polymère Dopa-PIMA-PEG par réaction entre 
son entre le polymère et les complexes de 
lanthanides in vivo, les complexes de lanthanides ont été injecté à un groupe de souris additionnel. Ainsi 
nous avons dans un premier temps comparé les cinétiques de circulation des lanthanides détectés après 
injection des LT57NPOFs et à ceux détectés après injection des complexes de lanthanides. Le gadolinium 
et le thulium détectés après injection de LT57NPOFs sont notés GdLT57NPOFs et TmLT57NPOFs, 
respectivement. Ceux détectés après injection des complexes de gadolinium et thulium seront 
respectivement notés GdCPX et TmCPX. La Figure 3.1 présente les fractions de gadolinium et de thulium 
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mesurées en HR-ICP-
détectées dans le foie, la rate, les reins, le sang et les poumons, après injection des LT57NPOFs (dose 
faible (LD) et dose élevée (HD)) et des complexes de lanthanides. Celles-ci sont exprimées en 
pourcentage de la masse de Gd et Tm injectée, respectivement. 
 
Figure 3.1 : Fraction de gadolinium et de thulium mesurée en HR-ICP-MS au cours du temps après injection des 
deux doses de LT57
fractions détectées dans le foie, la rate, les reins, les poumons et le sang). 
LT57  
doses. En effet, une heure après injection la fraction de gadolinium GdLT57NPOFs 
de la souris est égale à 50,4 % (± 8.9 %) et 57,9 % (± 7.4 %) pour la dose faible et élevée, respectivement 
et la fraction de GdCPX est égale à 4,6 % (± 2,3 %) de la masse de gadolinium injectée. Les dynamiques 
de circulation des lanthanides détectés après injection des LT57NPOFs et des complexes de lanthanides 
sont ainsi significativement différentes. Une fraction de lanthanides égale à environ 50 % pour la dose 
57NPOFs, ce qui suggère une 
dissociation partielle des complexes de lanthanides du polymère. Aussi les complexes de lanthanides 
dissociés suivent une cinétique semblable à celle observée après injection de complexes de lanthanides, 
LT57NPOFs, au moins 50 % des complexes de lanthanides ne se désolidarisent pas du polymère pour 
les deux doses une heure après injection. 
3.1.2 Intégrité du marquage du polymère 
Nous avons montré dans la section précédente que les complexes de lanthanides détectés sont 
greffés efficacement sur le polymère. Cependant, une décoordination des lanthanides de leur complexe 
polymère avec deux complexes de lanthanides, un complexe de gadolinium et un complexe de thulium. 
En effet, comme abordé dans le chapitre 2, en suivant le rapport des signaux issus des deux lanthanides, 
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évolue au co
rapport reste constant, signe que les lanthanides restent solidaires, le marquage du polymère est intègre.  
Nous avons évalué le rapport des masses de Gd/Tm mesurées en HR-ICP-
des organes analysés au cours du temps et dans le sang après injection des LT57NPOFs. 
 
a dose élevée (Figure 3.2). Pour la faible dose, nous 
Passé le 
leur accumulation dans les différents organes avec les LT57
Le rapport des masses Gd/Tm dans la solution de LT57N
pointillés. On constate que le rapport des masses Gd/Tm mesuré dans le sang est similaire à celui 
injectée. Entre une heure et un jour après injection de la dose élevée, les rapports Gd/Tm ne sont pas 
significativement différents. 
 
Figure 3.2 : Rapport des masses Gd/Tm détectés dans le sang à une heure et à un jour après injection de la dose 
faible et élevée de LT57NPOFs en comparaison au rapport des masses Gd/Tm de la solution injectée 
(ligne en pointillé). 
La Figure 3.3 
rate, les poumons et les reins. On constate que pour tous les organes analysés, ce rapport est similaire 
est constant durant le premier mois après injection. Néanmoins, à partir de trois mois, il augmente pour 
les deux doses témoignant de la désolidarisation des lanthanides. Pour la rate, les poumons et les reins, 
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le rapport Gd/Tm est constant pendant six mois après injection du polymère pour les deux doses. On 
notera cependant que le rapport diminue dans les reins six mois après injection de la dose élevée, signe 
également de la désolidarisation des lanthanides. 
significativemen
in vivo après injection. Pour la majorité des organes, ce rapport demeure 
constant au cours du temps et pour les deux doses, signe que les lanthanides restent solidaires sur le 
polymère. Ainsi le double marquage du polymère par les lanthanides est pertinent pour le suivi de 
in vivo au cours du temps. 
 
Figure 3.3 : Rapport des masses Gd/Tm détectés en HR-ICP-MS au cours du temps après injection de la dose 
faible et élevée dans le foie, la rate, les reins et les poumons. Le rapport Gd/Tm de la solution 
 
3.2 Intégrité des LT57NPOFs 
Nous 57NPOFs pouvait être suivi 
la quantité de fer superparamagnétique, témoin de la présence des nanoparticules, à celle de la quantité 
57
son enrobage. En effet, si les LT57NPOFs sont intègres alors la biodistribution et les dynamiques de 
circulation du fe
Coating, comparativement à celles du fer superparamagnétique, noté 
260 
 
57FeSP. A cet égard, la biodistribution ainsi que les dynamiques de circulation du polymère seul 
(doublement marqué avec les lanthanides mais non enrobé sur des nanoparticules), noté PolCTL ont 
également été analysées grâce à un groupe de souris additionnel. Cette section présente le suivi simultané 
des LT57NPOFs et du polymère doublement marqué. Les doses injectées sont données dans la Figure 
3.4. 
 
Figure 3.4 :  Doses injectées des LT57NPOFs (low dose et high dose) et du polymère PolCTL. 
3.2.1 57NPOFs 
La Figure 3.5 présente les fractions de 57FeSP, de PolCoating et PolCTL exprimées en pourcentage de 
masse injectée sur  CTL, 
correspondant à la faible dose, a été injecté aux souris du groupe additionnel.  
 
Figure 3.5 : Fractions de 57FeSP (jaune) mesurée en RFM et fractions de PolCoating (rouge) et PolCTL (violet) 
mesurées en HR-ICP-
(gauche) et élevée (droite). 
Pour les deux doses, on constate que la fraction de PolCoating est similaire à la fraction de 57FeSP 
une heure après injection. 
entre la fraction de PolCoating et celle de 57FeSP  après injection, signe de la 
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semaine après injection, la fraction de PolCoating ± 5, 3 %) et celle de 57FeSP à 17,9 % 
(± s 
égales respectivement à 20,5 % (± 1,0 %) et à 20,6 % (± 
après injection, la fraction de PolCoating 
± 3,0 %) et celle de 57FeSP à 6,3 % (± 0,7 %). Pour les deux doses, on constate une 
élimination différentielle entre le polymère et le fer superparamagnétique, caractérisée par une 
diminution rapide de la fraction de 57FeSP comparativement à celle de PolCoating 
 
On constate également que les cinétiques Coating 
et PolCTL  
57NPOFs, une analyse approfondie 
57FeSP, PolCoating et PolCTL dans chaque organe est nécessaire.  
3.2.2  
3.2.2.1 Intégrité dans le sang 
Coating ont été comparées à la fraction de 57Fetot mesurée en HR-
ICP-MS dans le sang (Figure 3.6
les échantillons de sang.  
 
Figure 3.6 : Fraction de PolCoating (rouge) et de PolCTL (violet) et de 57Fetot (vert) mesurées en HR-ICP-MS, dans 
le sang, exprimées en pourcentage de la masse injectée au cours du temps, pour la dose faible 
(gauche) et élevée (droite) (A). Rapport des masses de 57Fetot/PolCoating 
pointillés) et au cours du temps (B). 
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Pour la dose faible, la fraction de PolCoating, égale à 27 % (± 9 %), est significativement supérieure 
à celle de 57Fetot égale à 7,2 % (± 2,3 %) à une heure après injection. On constate également que le 
rapport 57Fetot/PolCoating, égal à 9.3 (± 0.5) est significativement inférieur à celui de la solution de 
LT57 ± 3). Ces résultats montrent que pour la dose faible, la quantité de 
PolCoating est supérieure à celle de fer exogène, comparativement à l
résultats ne nous permettent pas de résoudre directement la spéciation du polymère, une séparation 
57NPOFs a lieu dans le sang dès la première heure après injection. Ce 
scénario suppose que les brins de polymère dissociés des LT57NPOFs circulent dans le sang pendant au 
moins une heure après injection. Or, en comparant les fractions de PolCoating et celle de PolCTL, égales 
respectivement à 27 % (± 9 %) et 20 % (± 8 %) à une heure après injection, on constate que celles-ci 
sont comparables. Aussi, le polymère marqué circule encore dans le sang à une heure après injection. 
robage 
des LT57NPOFs dans le sang durant la première heure après injection. 
 Coating et de 57Fetot, égales à 
29 % (± 8 %) et à 29,6 % (± 12,8 %), respectivement, sont comparables. Ces observations sont en accord 
avec la valeur du rapport 57Fetot/PolCoating égale à 33 (± 
Ces résultats suggèrent 57  
après injection. Or, la fraction de PolCTL recouvrée dans le sang à une heure après injection est égale à 
20 % (± 8 %) et montre que le polymère marqué circule encore dans le sang à une heure après injection. 
Ainsi deux scénarii peuvent être envisagés. Le premier est que les LT57NPOFs restent intègres dans le 
57
peuvent également avoir lieu simultanément.  
Coating et de PolCTL 
après injection, signe que ceux-ci se sont accumulés intégralement vers les organes ou éliminés de 
 six mois après injection.  
3.2.2.2 Intégrité dans le foie 
La Figure 3.7 présente les fractions de 57FeSP mesurées en RFM et de PolCoating et PolCTL mesurées 
en HR-ICP-MS dans le foie, ainsi que le rapport des masses 57FeSP/PolCoating  
de PolCoating au cours du temps pour les deux doses injectées. 
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Figure 3.7 : Fraction de de 57FeSP (jaune) mesurée en RFM et fractions de PolCoating (rouge) et de PolCTL (violet) et 
mesurées en HR-ICP-MS, dans le foie, exprimées en pourcentage de la masse injectée au cours du 
temps, pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) (A). Rapport des masses de 57FeSP/PolCoating de 
injection (rouge pointillé) et dans le foie au cours du temps (B). Masse de PolCoating 
détectée en HR-ICP-MS au cours du temps pour les deux doses (C). 
 
Pour les deux doses, la fraction de PolCoating acheminée dans le foie est inférieure à celle de 57FeSP 
Coating représente 13 
% (± 1 %) et celle de 57FeSP est égale à 57 % (± 17 %) de la masse injectée à une heure après injection. 
En outre, on constate que le rapport 57Fetot/PolCoating égal à 171 (± 60) et 148 (± 83) est supérieur au 
± 3). Ces résultats montrent que les LT57NPOFs ne sont pas intègres et 
ain 57NPOFs accumulées dans le foie ont perdu leur enrobage présent initialement 
à leur surface. Les LT57NPOFs ayant perdu les lanthanides initialement présents à leur surface seront 
qualifiées de nues, par opposition aux LT57NPOFs Coating 
détectée dans le foie est encore solidaire des LT57
PolCTL au cours du temps. Pour la dose faible, on constate que les fractions PolCoating et PolCTL sont 
respectivement égales à 13,1 % (± 1.3 %) et 4.0 % (± 0.1 %) de la masse injectée. Cette différence 
Coating est accumulée dans le foie comparativement au PolCTL, 
 les LT57NPOFs. Néanmoins une fraction de PolCTL 
- 4 % = 9 %), il 
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-ci est supporté par les LT57NPOFs ou non. Ces résultats, en accord 
avec les résultats obtenus dans le sang, montrent que la majorité des LT57NPOFs accumulée dans le foie 
à une heure après injection ont perdu leur enrobage initial pour les deux doses, suggérant une 
dissociation précoce de celui-ci dans le sang. Néanmoins, une fraction de LT57NPOFs enrobées est 
également recouvrée dans le foie à une heure après injection. 
La fraction de PolCoating 
jour après injection de la dose élevée. Pendant ce même 
de 57FeSP diminue une semaine après injection de la dose faible et reste constante à un jour après injection 
CTL augmente également pour ces temps. Ces 
observations montrent une accumulation tardive du polymère. Ces résultats sont cohérents avec le 
 dissocié dans le sang est ensuite accumulé dans 
le foie entre un jour et une semaine après injection. 
Enfin entre une semaine et trois mois, les fractions de PolCoating et de PolCTL diminuent, signe de 
Figure 3.3 le rapport des masses 
de lanthanides mGd/mTm 
après injection des deux doses. 
Effet de la dose  
la masse de polymère mesurée en HR-ICP-MS est donnée dans la Figure 3.7 (C) 
Coating localisée dans 
le foie après injection de la dose élevée est supérieure à celle après injection de la dose faible. En effet 
une heure après injection, celle-ci est égale à 0,15 µg (± 0,02 µg) et à 0,39 µg (± 0,10 µg) pour les doses 
faible et élevée, respectivement. On observe toutefois une tendance similaire pour les deux doses, à 
savoir une augmentation de la quantité de PolCoating 
résultats présentés dans la section précédente, cette augmentation est due à une internalisation tardive 
Coating diminuent en fonction du temps 
± 0,02 
µg) pour la dose faible et 0,12 µg (± 
 Le rapport 57FeSP/PolCoating permet 
quantités de LT57NPOFs nues et enrobées. Une heure après injection, le rapport 57FeSP/PolCoating est égal 
à 171 (± 60) et 148 (± 83) pour les doses faible et élevée respectivement. Aussi, comme mentionné plus 
haut, la quantité de LT57NPOFs dans le foie est supérieure à celle polymère suggérant que la majorité 
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des LT57NPOFs localisées dans le foie sont nues et ce pour 
rapport 57FeSP/PolCoating ± 6) et 40 (± 11) pour les doses faible et élevée. Pour la dose 
on 
partielle des LT57NPOFs enrobées. Pour la dose élevée, la valeur du rapport est comparable à celle de 
57NPOFs nues sont majoritairement dégradées, 
comparativement aux LT57 e semaine, les LT57NPOFs persistantes 
± 2) et 7 (± 
1) pour la dose faible et élevée, respectivement, signe de la dégradation presque complète des 
LT57NPOFs nues et enrobées.  
Dans le foie, la quantité de polymère accumulée est supérieure dans le cas de la dose élevée, 
-ci est également accélérée suite à 
ort 57FeSP/PolCoating montre que le ratio de LT57NPOFs 
nue sur enrobées est similaire pour les deux doses.  
En combinant ces résultats avec les résultats de la section précédente, nous pouvons affiner le 
mécanisme de prise en charge des LT57NPOFs dans le foie, proposé dans la Figure 2.15. On constate 
une internalisation des entités exogènes en deux temps. En premier lieu, les LT57NPOFs enrobées et 
nues sont localisées dans le foie une heure après injection. Puis le polymère couplé aux lanthanides, 
PolCoating 
57NPOFs 
(Figure 3.7 (A)). Aussi, une hypothèse est que les LT57NPOFs non enrobées se dégradent plus 
rapidement que celles enrobées. Enfin, après dégradation, des entités ferriques, correspondant 
probablement à des complexes protéiques contenant du fer, comme la ferritine ou la transferrine, sont 
nous ne pouvons conclure quant à la nature de celles-ci. Les processus de prise en charge des LT57NPOFs 
dans le foie sont présentés dans la Figure 3.8.  
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Figure 3.8 : Mécanisme de prise en charge des LT57NPOFs après injection intraveineuse. L'internalisation des 
espèces exogènes est réalisée en deux temps. En premier lieu les LT57NPOFs enrobées et nues sont 
e la dissociation précoce dans le sang 
pour la dose élevée. Après dégradation, les complexes ferriques, sont éliminés du foie ainsi que des 
espèces comportant des lanthanides.  
3.2.2.3 Intégrité dans la rate 
La Figure 3.9 présente les fractions de 57FeSP mesurées en RFM et de PolCoating et PolCTL mesurées 
en HR-ICP-MS dans la rate ainsi que le rapport des masses 57FeSP/PolCoating  
PolCoating au cours du temps pour les deux doses injectées. 
 
Pour la dose faible, la fraction de PolCoating acheminée dans la rate est inférieure à celle de 57FeSP 
à une heure après injection. En effet, la fraction de PolCoating représente 1,3 % (± 0.1 %) et celle de 57FeSP 
est égale à 4.5 % (± 0,2 %) de la masse injectée à une heure après injection. En outre, on constate que 
le rapport 57Fetot/PolCoating égal à 130 (± ± 3). Ces 
résultats montrent que les LT57 57NPOFs 
accumulées dans le foie ont perdu le
fraction de PolCoating détectée dans la rate est encore solidaire des LT57NPOFs, nous avons évalué 
CTL au cours du temps. On constate que les fractions PolCoating et PolCTL sont 
respectivement égales à 1,3 % (± 0.1 %) et 0.4 % (± 0.1 %) de la masse injectée. Cette différence montre 
Coating est accumulée dans la rate comparativement au PolCTL, suggérant 
ours supporté sur les LT57NPOFs. Néanmoins une fraction de PolCTL est 
accumulée dans la rate. Ainsi pour une minorité de PolCoating -ci est 
267 
 
supporté par les LT57NPOFs ou non. Ces résultats, en accord avec les résultats obtenus dans le sang, 
montrent que la majorité des LT57NPOFs accumulée dans la rate à une heure après injection ont perdu 
leur enrobage initial pour les deux doses, confirmant la dissociation précoce de celui-ci dans le sang. 
Néanmoins, une fraction de LT57NPOFs enrobées est également recouvrée dans la rate à une heure après 
injection. 
 
Figure 3.9 : Fraction de de 57FeSP (jaune) mesurée en RFM et fractions de PolCoating (rouge) et de PolCTL (violet) et 
mesurées en HR-ICP-MS, dans la rate, exprimées en pourcentage de la masse injectée au cours du 
temps, pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) (A). Rapport des masses de 57FeSP/PolCoating de 
la solution d  du temps (B). Masse de PolCoating détectée en 
HR-ICP-MS au cours du temps pour les deux doses (C). 
57FeSP égale à 1,2 % (± 0,4%) est comparable à 
celle de PolCoating égale à 0,81 % (± 0,04 %) à une heure après injection. Néanmoins une fraction de 
PolCTL égale à 0.4 % (± 0.1 %) est également recouvrée dans la rate. Une partie des LT57NPOFs semble 
intègre dans la rate, cependant, une accumulation simultanée de LT57NPOFs nues et de polymère peut 
également être envisageable. Pour la dose élevée, on constate une augmentation de la fraction de 57FeSP 
et de PolCoating entre une heure et un jour, passant, respectivement, de 1,2 % (± 0,4%) à 8,8 % (± 2,2 %) 
et de 0,81 % (± 0,04 %) à 1,6 % (± 0,1 
de 57FeSP 57NPOFs nues. 
CTLde 0.4 % (± 0.1 %) à 0.8 % (± 0.1 %) 
Coating peut être due à 
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57 La fraction de PolCoating
semble constante entre une semaine et un mois pour la dose faible et entre un jour et un mois pour la 
dose élevée. A partir de trois mois on constate que le polymère (ou tout du moins les deux lanthanides) 
est excrété de la rate. 
Effet de la dose 
On constate également que la masse de PolCoating localisée dans la rate est supérieure dans le cas 
de la dose élevée, comparativement à la dose faible (Figure 3.9 (C)). En effet, celle-ci est égale à 0,015 
µg (± 0,001 µg) et 0,043 µg (± 0,002 µg) pour la dose faible et élevée, respectivement. Entre une heure 
et une semaine, elle augmente, passant respectivement de 0,015 µg (± 0,001 µg) à 0,026 µg (± 0,003 
µg) et de 0,043 µg (± 0,002 µg) à 0,094 µg (± 0,005 µg). Comme mentionné précédemment, cette 
57NPOFs. On 
ne constate pas de variation significative entre une semaine et un mois, puis la masse de PolCoating diminue 
mparativement à la dose faible. En effet, la 
différence de masse de PolCoating entre un et trois mois est environ égale à 0,01 µg dans le cas de la dose 
faible et à 0,05 µg pour la dose élevée. Ces observations rejoignent les observations faites pour le foie, 
Pour la dose faible, on constate que le rapport 57FeSP/PolCoating est égal à 130 (± 11) et est supérieur au 
± 3). Aussi une majorité de LT57NPOFs nue sont localisées dans la rate. 
Coating augmente, ce qui explique la diminution du rapport 
57FeSP/PolCoating. Entre une semaine et un mois, ce rapport diminue à masse de PolCoating constante. Ces 
résultats montrent que les LT57NPOFs nues sont dégradées préférentiellement. Enfin entre un mois et 
trois mois, la masse de PolCoating et le rapport 57FeSP/PolCoating diminuent simultanément, témoignant de 
la dégradation des LT57NPOFs enrobées 
distingue un mécanisme de prise en charge en deux temps. Après internalisation, les LT57NPOFs nues 
57NPOFs enrobées 
 
montrent que les LT57
que dans le foie, une première hypothèse est que les LT57NPOFs nues se dégradent plus rapidement que 
celles enrobées. Un et trois mois après injection, les fractions de 57FeSP et de PolCoating sont similaires et 
diminuent simultanément entre ces temps. Une hy 57NPOFs enrobées 
 
dans la Figure 3.10 un mécanisme potentiel de prise en charge des LT57NPOFs dans la rate, après 
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injection intraveineuse. Celles-
après injection. Une internalisation tardive de LT57NPOFs intègres 57NPOFs 
nues est observée 
Une fois dans la rate, les LT57NPOFs sont stables et ce pendant une semaine pour les deux doses. Pour 
les deux doses les LT57NPOFs nues sont dégradées en premier à partir de la première semaine suivant 
57NPOFs enrobées sont dégradées entre une semaine et un mois et entre un et 
trois mois pour les doses faible et élevée, respectivement. Une première élimination des produits issus 
de la dégradation des LT57NPOFs a lieu entre une semaine et un mois pour la dose faible. On observe 
par la suite une accumulation tardive de fer exogène non magnétique issu de la 
LT57NPOFs est éliminé de la rate entre un et trois mois.  
 
Figure 3.10 : Mécanisme de prise en charge de LT57NPOFs dans la rate. Après injection, les LT57NPOFs nues et 
LT57NPOFs enrobées ou de LT57NPOFs nues en présence de polymères marqué a lieu pour les temps 
supérieurs à une heure. Dans la rate, les LT57NPOFs nues et enrobées sont ensuite dégradées.   
3.2.2.4 Intégrité dans les reins 
La Figure 3.11 présente les fractions de 57FeSP mesurées en RFM et de PolCoating et PolCTL mesurées 
en HR-ICP-MS dans les reins ainsi que le rapport des masses 57FeSP/PolCoating  
de PolCoating au cours du temps pour les deux doses injectées. 
 
 On constate que pour les deux doses, la fraction de PolCoating est significativement supérieure à 
celle des 57FeSP 57FeSP ± 0,2 %) et celle de PolCoating à 
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7,4 % (± 0,7 %) de la masse injectée, à une he
57
de la fraction de PolCTL égale à 5,11 % (± 
égale
LT57
préférentiellement dans les reins. La fraction de PolCoating diminue j
(± 0,3 %) et 0,22 % (± 0,03 %) trois mois après injection pour la dose faible et élevée, respectivement.  
 
Figure 3.11 : Fraction de de 57FeSP (jaune) mesurée en RFM et fractions de PolCoating (rouge) et de PolCTL (violet) 
et mesurées en HR-ICP-MS, dans les reins, exprimées en pourcentage de la masse injectée au cours 
du temps, pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) (A). Rapport des masses de 57FeSP/PolCoating 
de la solution d  Masse de PolCoating détectée en 
HR-ICP-MS au cours du temps pour les deux doses (C). 
Coating 
comparativement à la fraction de PolCTL 
doses. 
Effet de la dose 
La fraction de PolCoating localisée dans les reins est supérieure pour la dose élevée, 
comparativement à la dose faible (Figure 3.11
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rapide pour la dose élevée que pour la dose faible. En effet entre une semaine et trois mois, environ 0,02 
µg de PolCoating on de la dose faible contre environ 0,08 µg pour la dose 
élevée. Les rapports 57FeSP/PolCoating des deux doses sont significativement inférieurs à celui de 
 flottant » comparativement aux 
LT57NPOFs. On constate également que ceux-ci sont comparables pour les deux doses. A titre 
± 1,2) et 4,7 (± 1,4) pour les doses faible et élevée, respectivement, à 
une semaine après injection.  
obtenus a permis de proposer un mécanisme de prise en charge des 
LT57NPOFs dans les reins après injection (Figure 3.12). Après injection intraveineuse, une minorité des 
LT57NPOFs enrobées sont localisées dans les reins, et sont dégradées dans ceux-ci. Les produits de 
57NPOFs dans le sang est majoritairement localisé dans les reins. On constate 
57NPOFs à une heure 
après injection. Une fois les LT57
reins entre une heure et une semaine pour la dose faible et entre une heure et un jour pour la dose élevée. 
 
Figure 3.12 : Mécanisme de prise en charge des LT57NPOFs dans les reins. Une minorité des LT57NPOFs est 
internalisée dans les reins. Celles-ci sont ensuite dégradées et les produits de dégradation persistent 
progressivement de ceux- après injection.  
3.2.2.5 Intégrité dans les poumons 
La Figure 3.13 présente les fractions de 57FeSP mesurées en RFM et de PolCoating et PolCTL mesurées 
en HR-ICP-MS dans les poumons ainsi que le rapport des masses 57FeSP/PolCoating  
masse de PolCoating au cours du temps pour les deux doses injectées. 
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Figure 3.13 : Fraction de de 57FeSP (jaune) mesurée en RFM et fractions de PolCoating (rouge) et de PolCTL (violet) 
et mesurées en HR-ICP-MS, dans les poumons, exprimées en pourcentage de la masse injectée au 
cours du temps, pour la dose faible (gauche) et élevée (droite) (A). Rapport des masses de 
57FeSP/PolCoating  Masse de PolCoating détectée 
en HR-ICP-MS au cours du temps pour les deux doses (C). 
 
Pour la dose faible, les fractions de 57FeSP et de PolCoating sont respectivement égales à 1,2 % (± 0,6 
%) et 2,4 % (± 0,5 %) de la masse injectée à une heure après injection. Ainsi seule une minorité des 
LT57NPOFs sont localisées dans les poumons. On constate néanmoins que la fraction de PolCoating est 
légèrement supérieure à celle des 57FeSP  flottant ». Ces résultats 
sont confirmés par la fraction de PolCTL égale à 0.4 % (± 0.1 %) accumulée dans les poumons une heure 
après injection. Néanmoins celle-ci étant plus faible que la fraction de PolCoating ce qui suggère que la 
 dans les poumons est supporté sur les LT57
57 ose 
élevée, on a signifié précédemment que les échantillons prélevés une heure après injection ont été 
Coating ± 
0,3 %) est comparable à celle de 57FeSP égale à 2,1 % (± 0,8 %). Aussi une première hypothèse est que 
le polymère est supporté sur les LT57NPOFs après injection de la dose élevée. Cette hypothèse est 
confirmée par la fraction de PolCTL égale à 0.5 % (± 0.1 %) et significativement inférieure à celle de 
PolCoating. 
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Effet de la dose 
Dans les poumons on constate également que la fraction de PolCoating est plus élevée suite à 
 (Figure 3.13 (C)). Les fractions de PolCoating 
57FeSP/PolCoating ne sera pas évalué au-
dans les poumons. Pour la dose élevée, on a mentionné précédemment que les poumons avaient été 
contaminés par le sang dans lequel des agrégats sont probablement filtrés par les poumons. Dans les 
poumons, les LT57 e issu de 
57NPOFs précoce dans le sang.  
57NPOFs, nous a permis 
de proposer un mécanisme de la prise en charge de celles-ci dans les poumons (Figure 3.14). Seule une 
minorité des LT57NPOFs est localisée dans les poumons. Celles-ci, y sont accumulées intègres et 
 flottant » est également localisé dans 
injection. Les produits de dégradation issus des LT57
poumons entre une heure et une semaine pour la dose faible et entre une heure et un jour pour la dose 
élevée.  
 
Figure 3.14 : Mécanisme de prise en charge des LT57
localisées dans ceux-ci. Les LT57NPOFs sont accumulées intègres dans les poumons ainsi que 
LT57NPOFs sont ensuite dégradées dans les poumons. Les produits de la dégradation sont ensuite 
excrétés des poumons. 
3.3 Discussion 
nformations complémentaires quant aux devenir 
des LT57 57NPOFs semble 
se dissocier partiellement des nanoparticules dès une heure après injection dans le sang. Kreyling et al. 
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ont étu 6 Ils ont 
partiellement des nanoparticules et est détecté à court terme dans les reins et dans les urines. Une 
première hypothèse alors proposée est que les nanoparticules sont accumulées intègres dans le foie où 
par différentes enzymes telles que des protéases.7 Cependant, dans le foie, nos résultats montrent, et en 
injection, à quantité de fer exogène constante. Aussi ces résu
et al.8, est que cette dissociation a lieu précocement dans le sang. En effet, plusieurs enzymes contenues 
pement catéchol similaire à celui de la dopamine (Figure 
3.15) in vivo 
via les groupements catéchols.  
 
Figure 3.15 : Hypothèse d'un mécanisme de dissociation de l'enrobage dans le sang. Structure de la dopamine et 
de l'adrénaline. 
Grâce au suivi du rapport des signaux des lanthanides Gd/Tm nous avons pu également montrer 
57NPOFs. 
H. Wang et al. ont également étudié la nature des potentielles entités issues de la dissociation de NPOFs 
marquées avec du 59 -DTPA fonctionnalisé avec le radioisotope 
111In. Ils ont montré que les biodistributions des NPOFS est similaire à celles du polymère DMPE-
DTPA-111In, comparativement aux groupes additionnels 111In sous forme ionique et DTPA-111In. Aussi, 
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-
espèces DMPE-DTPA-111In.  
Après injection intraveineuse des LT57NPOFs, trois entités distinctes coexistent, les LT57NPOFs 
intègres, les LT57 57NPOFs enrobées et nues 
on est 
majoritairement excrété par le système rénal. Suite aux résultats obtenus, une question demeure, celle 
-ci sont excrétés du foie et de la rate mais ne sont pas, à 
temps. Or nous constatons la diminution au cours du temps de la fraction de PolCoating des organes 
analysés, suggérant une recirculation de celles- on, ceux-
permettre leur détection dans le sang ou dans les reins. Une autre hypothèse est que ceux-ci sont 
acheminés vers des organes non analysés. B
soit évidente, nous ne pouvons statuer quant à son parcours intra et inter tissulaire.  
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4. Conclusion
des lanthanides a permis de suivre de manière indépendante le devenir des LT57
au cours du temps. En combinant tous les résultats obtenus précédemment, nous proposons un premier 
mécanisme de prise en charge de celles-ci après injection intraveineuse.  
de dégradation des LT57
sang, une fraction non négligeable de fer exogène non magnétique est accumulée dans différents organes 
tels que la rate ou les reins, seulement une heure après injection. Après la dissociation partielle des 
LT57NPOFs dans le sang, quatre entités coexistent, les LT57NPOFs enrobées et nues, le fer exogène non 
57NPOFs. On constate par la suite une accumulation différentielle de 
celles-ci dans les différents organes analysés. Dans la suite de ce paragraphe nous proposons de lister 
les informations essentielles mises en valeur grâce à cette expérience.  
LT57NPOFs. Après injection intraveineuse les LT57NPOFs nues et enrobées sont localisées dans celui-
ymère a permis de montrer que les LT57NPOFs nues sont dégradées 
plus vite que les LT57 té 
étudié au laboratoire. Lartigue et al. ont pu montrer que la nature du polymère influe sur la dégradation, 
en solution, de NPOFs cubiques.5 En effet, le suivi des propriétés morphologiques en MET haute 
résolution de NPOFs cubiques montre que celles enrobées de PEG se dissolvent plus vite que celles 
s ont montré que la dissolution des NPOFs cubiques 
 celles-
ge sur la dégradation in vivo. Une étude réalisée précédemment au laboratoire a montré que des 
longtemps dans le foie et dans la rate, comparativement à ces mêmes particules enrobées de PEG.4 Les 
résultats de ces deux études ainsi que ceux de notre étude semble converger vers mécanisme de 
homogénéité autour des NPOFs. Dans notre étude un seul enrobage a été testé, cependant on observe 
une dissociation partielle de celui-ci dans le sang. Les NPOFs sont ainsi qualifiées de nues ce qui suggère 
que leur surface est exposée aux différentes enzymes, protéines et agents de chélation du milieu 
moduler la biodistribution des nanoparticules in vivo,9 11 et constitue également une couche protectrice 
autour des nanoparticules qui permet de retarder leur dégradation. Aussi
12,13  
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Après dégradation des LT57NPOFs, le fer exogène non magnétique est excrété du foie et acheminé 
effet, les LT57NPOFs semblent être stables dans celles-ci durant la première semaine après injection puis 
dégradées pour une minorité 57NPOFs nues semblent se 
dégrader plus rapidement que les enrobées. Entre un et trois mois on constate une augmentation 
significative du fer exogène non magnétique témoignant du stockage des produits issus de la dégradation 
des LT57NPOFs. Weisslederr et al
avec le radioisotope 59Fe, celui-ci ét
après dégradation des NPOFs.14 
immunitaires et une pulpe rouge contenant majoritairement des érythrocytes. Aussi une hypothèse est 
que le 57Fe issu de la dégradation des LT57NPOFs est dans un premier temps incorporé dans 
et al., puis les érythrocytes sont 
transférés vers la rate, ce qui augmente significativement la fraction de fer non superparamagnétique 
recouvrée dans celle-ci.  
précoce dans le sang. On constate également dans ceux-ci ainsi que dans les poumons la localisation 
57NPOFs. Néanmoins, dans ces organes, elles sont prises en charges et dégradées. 
La Figure 4.1 présente un bilan des différents mécanismes de prise en charge des LT57NPOFs dans les 
différents organes en fonction du temps.  
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Figure 4.1 : Bilan des processus de prise en charge des LT57NPOFs en fonction du temps dans les différents organes 
pour les deux doses. Les hypothèses sont signalées par les encadrés ou lignes en pointillés.  
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plusieurs années. Dans un premier temps, celle-ci a été modélisée dans des milieux simplifiés afin de 
comprendre les mécanismes de dégradation caractérisée essentiellement par une perte de leurs propriétés 
magnétiques et structurelles.5,15,16 Par la suite, des études in vivo 
les cinétiques des processus de dégradation in vivo.3,4,17 Elles ont également mis en évidence un potentiel 
mécanisme de prise en charge des produits issus de la dégradation des NPOFs par les ferritines 
endogènes, ce qui a été présenté dans le premier chapitre de ce manuscrit. Au-delà du suivi de la 
dynamiques de circulation des produits issus de la dégradation des NPOFs. Ces produits de dégradation 
non magnétiques et constitués majoritairement de fer doivent être distinguer du fond endogène en fer. 
A cet égard nous avons enrichi les NPOFs avec du 57Fe pour distinguer le fer exogène du fer endogène. 
Le double suivi élémentaire et magnétique a permis pour la première fois de suivre simultanément les 
NPOFs et leurs produits de dégradation in vivo sur le long terme.  
en partie et al.. Notre 
étude a également montré pour la première fois les dynamiques de circulation des produits issus de la 
derniers résultats mettent en évidence des 
processus de métabolisation et de détoxification des entités exogènes issues des nanoparticules. 
le devenir de celui-ci a
reconnaissance phagocytaire des nanoparticules ainsi que leur biodistribution. Néanmoins, nous avons 
ment que 
celles enrobées. Ces résultats confirment ainsi in vivo 
magnétique des NPOFs, étudié précédemment en solution au laboratoire.5 Aussi grâce à ces résultats, il 
est possible de définir des études systématiques à réaliser en amont sur la stabilité des nanoparticules, et 
pour des applications thérapeutiques. 
-
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Conclusion générale et perspectives 
 
Durant les quarante dernières années, le nombre de recherches visant à exploiter les propriétés 
s magnétiques, 
médicale, les placent parmi les très bons candidats pour les thérapies anti-cancéreuses ou pour le 
diagnostic. En ce sens, les NPOFs consti
 
Cependant, nous manquons indubitablement de recul sur la toxicité et le devenir à long terme de 
-ci possèdent des propriétés intermédiaires entre la molécule 
et le matériau, ce qui modifie considérablement leurs interactions avec le milieu biologique ainsi que 
 
Dans ce contexte, une des thématiques développées au laboratoire Matière et Systèmes 
in 
vitro et in vivo. A travers ces études, de nouvelles approches multi-échelles ont été développées afin de 
caractériser le cycle de vie des NPOFs dans des milieux biologiques complexes.1 5 Ces recherches, 
précurseurs de mes travaux de thèse, ont mis en évidence 
se dégradent dans les compartiments lysosomaux des macrophages du foie et de la rate majoritairement.  
échelles, d
parallèle les NPOFs et leurs produits de dégradation dans différents modèles. Pour cela, nous avons 
développé de nouvelles méthodes adaptées à ce double suivi à différentes échelles.  
Prise en charge des produits de dégradation   
dations issus de NPOFs et de ferrites de 
cobalt. Et en particulier aux mécanismes de transfert de métaux issus de la dégradation des 
de celle-ci sur les processus de dégradation des NPOFs. Dans un premier temps, des expériences menées 
dans un milieu mimant les conditions lysosomales ont mis en évidence la capacité des ferritines à stocker 
 la dégradation des NPOFs en présence 
de ferritines, nous avons constaté que celles-ci modifiaient considérablement leurs cinétiques de 
dégradation. En effet, les ferritines forment une couronne autour des NPOFs, ce qui les protège de la 
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dégradation induite par les ligands citrate
celles-
directement dégrader les NPOFs sans intermédiaires de chélation. Néanmoins, ce processus est 
caractérisé par une cinétique lente, comparativement à la dégradation des NPOFs en présence de ligands 
citrates.6  
intraveineuse, celles-ci 
ferritine unique ou sous forme de clusters.1,3,7 En outre, les NPOFs qui initialement étaient sous forme 
s dans les lysosomes sont isolées progressivement, favorisant ainsi leur dégradation. Ces 
observations suggèrent des mécanismes subcellulaires de régulation de la dégradation des NPOFs et de 
prise en charge de leurs produits de dégradation. En effet, la dégradation des NPOFs ainsi que les 
échanges de fer sont cantonnés au sein des lysosomes et un recrutement de ferritines est observé 
suggérant un mécanisme de transfert de fer des NPOFs vers les ferritines in vivo. Cependant, avec les 
celui issu des 
NPOFs, et donc de montrer formellement que ce transfert a lieu in vivo.  
Une stratégie possible pour tracer ce transfert in vivo est de considérer un métal non présent de 
manière naturelle dans les ferritines comme traceur. A cet égard, nous avons choisi de détecter le 
transfert de cobalt issu de ferrites de cobalt vers les ferritines. Après avoir montré que le cobalt issu de 
la dégradation de ferrites de cobalt pouvait être incorporé dans la ferritine en solution, les ferrites de 
cobalt ont été injectées par voie intraveineuse, chez un modèle murin. Le suivi par MET et par 
spectroscopie EDX a montré la présence de ferritines, à proximité de ferrites de cobalt dégradées dans 
e statuer quant à la provenance du fer 
a priori dans les ferritines endogènes, est 
issu de la dégradation des ferrites de cobalt.8  
Le stockage de métaux exogènes issus de la dégradation de nanoparticules par les ferritines met 
en évidence un mécanisme de prise en charge et de détoxification de ceux-ci in vivo. En stockant les 
métaux sous forme redox non active, la ferritine constitue 
lysosome et protège la cellule du stress oxydant induit par la présence de métaux labiles.  
La dégradation ainsi que la détoxification des nanoparticules au sein des cellules induisent une 
succession de réactions en chaîne dont un maillon est la prise en charge par les ferritines. On pourra 
et al. qui présente un mécanisme biologique 
complet des processus de dégradation de nanotubes de carbone in vitro. Aussi une perspective 
dégradation et la prise en charge des NPOFs in vitro
conséquences de la présence de nanoparticules sur la machinerie cellulaire. En particulier, Stern et al. 
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ont montré que la présence de nanomatériaux pouvait déréguler les fonctions lysosomales, ce qui 
organes, en 
particulier, le système nerveux.9 A cet égard, deux projet CycCar et CycLys ont été soumis auprès de 
ud et Damien Alloyeau du laboratoire MPQ, 
biogenèse des lysosomes, leur fonction de dégradation de protéines endogènes ainsi que leur intégrité 
structur s et en présence de 
 
Suivi des NPOFs et de leurs produits de dégradation   
La seconde partie de cette thèse, et présentée à travers les chapitres 2 3 et 4, a été consacrée au 
égard, nous avons développé une méthode analytique permettant de suivre en parallèle les NPOFs et 
leurs produits de dégradation. Les NPOFs superparamagnétiques peuvent être aisément détectées dans 
un environnement biologique par mesure magnétique. En revanche, pour distinguer les produits de 
dégradations exogènes du fer endogène, majoritairement constitué de 56
des isotopes minoritaires du fer. Nous avons donc synthétisé des NPOFs enrichie en 57
naturelle égale à 2.12 %. Le 57Fe non magnétique issu de la dégradation des NPOFs se distingue alors 
du fond endogène en fer et peut être mesuré par ICP-MS. Les NPOFs synthétisées possèdent en outre 
 
En premier lieu nous avons testé cette méthode analytique ex vivo, sur des matrices biologiques. 
in 
vivo 
la suite associé des mesures magnétiques aux mesures par ICP-MS pour la double détection des NPOFs 
et de leurs produits de dégradation. Cette étude pilote a été réalisée in vivo, sur un nombre réduit de 
s principaux 
57NPOFs sont majoritairement localisées dans la rate et 
57NPOFs se dégradent dans le foie dès 
rativement à la rate, où elles sont stables durant le temps de 
 
Nous avons par la suite transposé cette méthode analytique pour suivre le cycle de vie des NPOFs 
in vivo 57NPOFs avec un marquage 
ntégrité des NPOFs. En effet, grâce à ce double 
marquage, nous avons pu suivre indépendamment les NPOFs, leurs produits de dégradation, et leur 
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durant la 
des études précédentes, et avec notre étude pilote, les NPOFs sont localisées majoritairement dans le 
foie et dans la rate. On constate également une cinétique de dégradation rapide dans le foie 
comparativement à la rate. Les produits de dégradation issus du foie sont ensuite en partie stockés dans 
la rate. Ce résultat, mis en évidence pour la première fois souligne les dynamique de circulation et de 
recyclage des produits de dégradation issus des NPOFs. En lien avec le premier chapitre de ce manuscrit, 
une hypothèse est que le fer issu de la dégradation des NPOFs dans le foie, rejoint la réserve de fer 
endogène, et est pris en charge par différentes protéines avan
stocké au sein de ferritines. A travers cette expérience, nous avons établi une méthode de suivi de 
 
Nous avons constaté au cours de cette expérience que la quantité de lanthanides diminue au cours 
la même manière, une partie des produits de dégradation des NPOFs issus du foie sont détectés dans la 
-ci sont 
de ces travaux consisterait à faire de
colon et éventuellement les urines permettrait de répondre aux questions susmentionnées.  
Cette expérience suscite plusieurs questions, et en particulier celle de la différence de dégradation 
observée dans le foie et dans la rate. Une perspective de ces travaux, consisterait donc à étudier les 
phénomènes de dégradation in vitro, dans des cellules spécifiques de la rate, tels que des lymphocytes 
B et T, et spécifiques du foie, telles que les cellules de Kupffer. Une seconde observation étonnante est 
-PIMA-PEG possède 
biodistribution et de cibler des cellules spécifiques, 
comme les cellules tumorales. Se pose alors la question de la stabilité dans le sang de ces enrobages. 
Aussi la méthode de marquage avec des lanthanides pourrait être transposée aux études de stabilité de 
 
nanomatériaux après injection intraveineuse. Comme abordé da
organes des souris 
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mation. En effet, le fer 
superparamagnétique issu de la dégradation est transféré du foie vers la rate. Une première hypothèse 
proposée, en accord avec les résultats de Weissleder et al. est que celui-ci est incorporé dans 
i transitent vers la rate.10 Une autre hypothèse, en lien avec le premier 
chapitre de cette thèse est que le fer issu de la dégradation soit pris en charge par des protéines 
intervenant dans le métabolisme du fer, telles que les ferritines ou les transferr
la combinaison de ces deux scénarii, à savoir une prise en charge par les protéines du métabolisme du 
Une perspective int
induite par celles-
hémochromatose qui est une maladie du métabolisme du fer caractérisée par une surcharge en fer, la 
dégradation, la toxicité des NPOFs ainsi que la métabolisation de celles-ci pourrait être modifiées. Ces 
questions se posent également dans le cas de maladies lysosomales, citées plus haut, qui altèrent les 
fonctions de dégradation des lysosomes.  
médicales. En effet, la compréhension de leur devenir sur le 
 
concevoir des nanoparticules pour des thérapies anti-cancéreuses. Le premier projet NoCanTher est un 
projet européen alliant chimistes, biologistes, physiciens, ingénieurs, cliniciens et médecins. Il consiste 
à développer un traitement dans le cas du cancer du pancréas en associant un traitement par hyperthermie 
tissu 
11 
clinique visant à injecter localement les nanoparticules dans la tumeur du pancréas puis à la traiter par 
hyperthermie magnétique comme traitement adjuvant des chimiothérapies. La préparation du dossier 
réglementaire pour la mise sur le marché des nanoparticules est également en cours. Dans le cadre de ce 
projet, nous évaluons la dégradation des NPOFs sur le court et long terme chez un modèle de souris 
magnétique sont bien plus élevées comparativement à celles administrées dans ces travaux de thèse. 
Ainsi à travers ce projet nous évaluerons la dégradation et la toxicité des NPOFs pour des doses élevées, 
-1
synthès
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des tumeurs développées à partir de cellules mélanomes et implantées sur un modèle de murin. Afin de 
évaluo
lysosomales puis sur le long terme chez un modèle de souris saines.  
Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont nécessité de faire appel à des domaines variés. 
Ce
animale. La nature pluridisciplinaire de ce sujet a nécessité une approche multi échelle utilisant des 
cadre de plusieurs collaborations.  
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Partie expérimentale 
 
La partie expérimentale ci- cadre 
des chapitres 2 et 3. 
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1. Synthèse et caractérisation des nanoparticules 
isotopiquement marquées 
1.1 Synthèse des nanoparticules 57NPOFs (chapitre 2 & 3) 
Les 57NPOFs ont été synthétisées à partir du précurseur 57Fe2O3 sous forme de poudre 
micrométrique et enrichi en 57Fe à 95,47 % (Isoflex USA, San Francisco, USA). Dans un premier temps 
le précurseur 57FeCl3 a été obtenu par digestion de la poudre 57Fe2O3 puis par extraction liquide-liquide 
en milieu organique selon le protocole de Dodson et al.1 Les nanoparticules 57NPOFs furent par la suite 
synthétisées par décomposition thermique suivant le protocole de J.Park et al.2 avec quelques 
modifications. Enfin les 57NPOFs ont été fonctionnalisées le polymère Dopa-PIMA-PEG par échange 
de ligand, décrit par Wang et al.3 
Précurseur 57FeCl3 
La poudre 57Fe2O3 (1 mmol, 160 mg) enrichie en 57Fe a été dissoute dans un erlenmeyer de 50 mL 
diéthylique ont été ajoutés. Après agitation de la solution, deux phases sont obtenues. La phase aqueuse 
est écartée et la phase organique, présentant un couleur jaune, caractéristique de la présence de fer est 
avoir éliminé l
57FeCl3 en solution acide. 
Sans ajout de NaOH, le complexe fer-oléate ne se forme pas.  
Synthèse du complexe 57Fe-oléate 
La synthèse du complexe 57Fe-oléate a été réalisée en suivant le protocole de Park et al. avec 
dissous dans un solvant c 57FeCl3 
obtenue est ensuite chauffée à 70°C et maintenue à cette température pendant 4 heures. Après réaction 
les deux phases furent séparées grâce à une ampoule à décanter. La phase la moins dense et colorée fut 
-hexane. Après 
évaporation, une huile brune constituée du complexe 57Fe-oléate est obtenue.  
Synthèse des 57NPOFs 
Les 57NPOFs ont été synthétisée en ajoutant au complexe 57Fe-oléate précédemment obtenu 0,28 
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Lors de la montée en température, une baisse abrupte de température est observée vers 315°C, allant 
10°C, la solution noircit. Cette baisse de température correspond à la dissociation 
des deux derniers ligands oléates du complexe. La croissance des nanoparticules est alors initiée et 
e de température, la solution est 
chauffée pendant 30 minutes. La solution contenant les 57
température puis 6 mL de chloroforme sont ajoutés. Les 57
lavage est répété trois fois. Les 57NPOFs sont ensuite dispersées dans une solution contenant 10 mL 
0.1 eq en acide oléique). La butylamine est ajoutée afin de complexer 
57NPOFs. La 
filtre jetable à membrane PES (polyethersulfone).  
1.2 Enrobage des 57NPOFs (chapitre 2 & 3) 
Les 57 -PIMA-PEG 
synthétisé en suivant le protocole proposé par Wang et al. avec quelques modifications.  
Synthèse du polymère Dopa-PIMA-PEG (chapitre 2 & 3) 
Dans un ballon tricol de 100 mL, 0,308 g (2 mmol) de poly(isobuthylene-alt-maleic-anhydride, 
Mw = 6000 g/mol, Sigma Aldrich) sont dissous dans 8 mL de DMF. La solution est ensuite purgée sous 
latérale à robinet, 
0,192 g de dopamine (1 mmol) activée avec de la triéthylamine et 0,560 g de methoxypolyethylene 
glycol amine (Mw = 750 g/mol, Sigma Aldrich) (0,7 mmol) sont dissous dans 4 mL de DMF. Après 
dissolution complète et purge sous atmosphère inerte, la solution est ajoutée goutte à goutte à la solution 
de PIMA. Ce mélange est agité pendant 3 heures à 70°C. Puis 0,452 g de poly(ethylene glycol)bis(3-
aminopropyl)  (Mw = 1500 g/mol, Sigma Aldrich) (0,3 mmol) sont dissous dans 2 mL de DMF et ajoutés 
goutte à goutte à la solution de Dopa-PIMA-PEG. La solution est agitée pendant une nuit à 70°C sous 
vide formant une huile jaune contenant le polymère Dopa-PIMA-PEG. Cette huile est ensuite dispersée 
dans 22 mL de THF.   
Fonctionnalisation du polymère Dopa-PIMA-PEG avec les lanthanides Gd et Tm (chapitre 3) 
Dans un erlenmeyer de 50 mL, 29,4 mg (35,7 µmoles) du complexe Tm-p-SCN-Bn-DOTA (Mw : 
831,6 g/mol, Macrocyclics, USA) et 29,8 mg (35,7 µmoles) du complexe Gd-p-SCN-DOTA (Mw : 
un ballon bicol de 100 mL, 2 g (71,5 µmoles) de polymère Dopa-PIMA-PEG précédemment synthétisé 
sont dissous dans 13 mL de THF. A cette solution est ajouté 10 µL de triéthylamine (1 eq. en lanthanide, 
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soit 71,5 µmoles). Enfin la solution de lanthanides précédemment préparée est ajoutée goutte à goutte à 
on est agitée pendant une nuit à température ambiante. 
Enrobage des 57NPOFs avec le polymère Dopa-PIMA-PEG (chapitre 2) 
La fonctionnalisation des 57NPOFs par le polymère Dopa-PIMA-PEG et Dopa-PIMA-PEG-Lt a 
été réalisée en suivant le protocole de Wang et al.3 Dans un volume de 5 mL de la solution de 57NPOFs 
57NPOFs. 
Après centrifugation (4500 rpm, 10 min), le surnageant est écarté et un culot de 245 mg de 57NPOFs est 
obten 57NPOFs 
de concentration massique égale à 10 mg/mL. Puis 24,5 mL de THF contenant 1,225 g de polymère 
Dopa-PIMA-PEG  sont ajoutés à la solution de 57NPOFs et agités à 50°C pendant une nuit. Les 57NPOFs 
le surnageant, le culot de 57NPOFs est redispersé dans un solvant constitué de 2 mL de THF et 1,2 mL 
min), le culot de 57
e éliminé par des cycles de 
 
Enrobage des 57NPOFs avec le polymère Dopa-PIMA-PEG Lt(chapitre 3) 
La fonctionnalisation des 57NPOFs par le polymère Dopa-PIMA-PEG-Lt a été réalisée en suivant 
le protocole de Wang et al.3 Dans un volume de 10 mL de la solution de 57
57NPOFs. Après 
centrifugation (4500 rpm, 10 min), le surnageant est écarté et un culot de 264 mg de 57NPOFs est obtenu. 
57NPOFs de 
concentration massique égale à 10 mg/mL. Puis 22 mL de THF contenant 1,32 g de polymère Dopa-
PIMA-PEG  sont ajoutés goutte à goutte à la solution de 57NPOFs et agités à 50°C pendant une nuit. Les 
Lt57
avoir écarté le surnageant, le culot de Lt57NPOFs est redispersé dans un solvant constitué de 2 mL de 
(2500 rpm, 10 min), le culot de Lt57
solution est filtrées 
100 kDa). 
1.3 Caractérisation des 57NPOFs 
Microscopie électronique en transmission (MET) 
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Les solutions de 57
 
Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 
Les mesures DLS ont été réalisées à 25 °C sur un appareil Zéta Sizer Nano ZS (Malvern, France) 
-Ne opérant à 632,8 nm et un détecteur photodiode Avalanche.  
Mesures magnétiques  
Les mesures magnéti
de Mons. Elles ont été réalisées sur un appareil VSM (vibrating sample magnetometer) de Cryogenic 
utions 
aqueuses de 57NPOFs ont été acquises pour des températures égales à 298 K, 200 K et 4 K, pour un 
champ compris entre -
al, ne sont pas négligeables et ont été 
soustraites des données brutes.  Les courbes ZFC (Zero Field Cooled) ont été réalisée par refroidissement 
mT lors d
 
Mesures de relaxivités et de résonance magnétique nucléaire en dispersion (NMRD). 
Les courbes représentant la variation du taux de relaxation longitudinal du proton 1H en fonction 
de la fréquence de Larmor protonique ont été acquises pour une gamme de fréquences comprise entre 
0,015 MHz et 40 MHz grâce à un spectromètre RMN Spinmaster FFC-2000 (Stelar SRL, Mede, Italie). 
2 ont 
également été mesurés en utilisant des séquences CPMG (Carr Purcell Meiboom Gill) avec un temps 
interécho de 1 ms sur des Minispec MQ (Brucker) à 20 MHz et 60 MHz. Les mesures ont été réalisées 
 
Les clichés des suspensions des 57NPOFs ont été obtenus grâce à un appareil Biospec 47/40 USR 
(Bruker) possédant un aimant de champ magnétique de 4,7 tesla (200 mHz) utilisant des séquences en 
écho de spin. Pour la mesure du temps de relaxation transversal, T2, deux séquences en écho de spin 
MSME (MultiSliceMultiEcho) avec un temps E variable et un temps de répétition TR long ont 
été utilisées. La première séquence est caractérisée par un TR = 10 s et un TE variant de 9 ms à 576 ms 
par pas de 9 ms, cette séquence est adaptée à la mesure de T2 court. La seconde séquence est caractérisée 
par un TR = 12 s et un TE variant de 50 ms à 3200 ms, et est adaptée à la mesure de T2 long. Pour mesurer 
le temps de relaxation longitudinal T1, une séquence en écho de spin RAREVTR a été utilisée. Celle-ci 
est caractérisée par un TE fixe, égal à 11 ms et un TR variable, variant de 80 ms à 10 000 ms. Les temps 
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de relaxation T1 et T2 sont déduit de la courbe mono exponentielle représentant le signal magnétique en 
fonction de TR et TE, respectivement, par le logiciel ParaVision.   
ICP-MS 
Les solutions de 57NPOFs et LT57NPOFs (pour les deux doses) ont été analysées en ICP-MS (HR-
ICP-
60 µL de chaque solution stock. Après la dissolution complète des 
10 ppb et 1 ppb. Ces solutions sont ensuite analysées en ICP-MS.  
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1. Matrices de validation (chapitre 2)
Quatre matrices biologiques complexes ont été sélectionnées : le foie, les selles, les urines et le 
ité du marquage des 57NPOFs avec le 57Fe et 
de leur détection dans des milieux biologiques. Dans cette section nous allons décrire les étapes de 
57
sera décrite dans une section suivant consacrée à la description des différentes analyses réalisées sur les 
organes.  
1.1 Prélèvement des matrices 
Les matrices ont été prélevées sur des souris femelles Balb/c âgées de six semaines (Janvier, 
France). Avant sacrifice, une solution de kétamine-xylazine est administrées aux souris en 
intrapéritonéale qui permet analgésie et sédation suffisantes pour des procédures chirurgicales. Les 
souris sont ensuite sacrifiées par ponction cardiaque, permettant de prélever le sang. Les urines sont 
également collectées au moment du sacrifice des souris. Après sacrifice de la souris le foie est prélevé. 
Les selles sont collectées directement dans la cage des souris.  
Les matrices sont ensuite divisées et chaque partie est minutieusement pesée.  
1.2 Ajout des 57NPOFs aux matrices 
 : les échantillons Val-m représentant les matrices 
contrôles, et les échantillons Val-x dans lesquels une quantité connue de 57NPOFs a été ajoutée. Les 
quantités de 57NPOFs à ajouter dans chaque matrice couvrent plusieurs décades. La gamme de 
57NPOFs dans chaque matrice. Celle-ci est calculée en considérant que la totalité des 57NPOFs est 
localisée dans un organe en particulier après injection intraveineuse. Par exemple, si on considère que 
la dose injectée par voie intraveineuse est de 56 µg en fer pour une souris de 20 g (soit une dose de 50 
les concentrations théoriques testées pour le foie couvrent la gamme de concentration allant de 436 ppm 
à 0,00436 ppm. Pour chaque matrice, six quantités différentes de 57NPOFs ont été ajoutées (Figure 1.1).  
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Figure 1.1 : Préparation des échantillons Val-x et Val-m. 
Les concentrations expérimentales pour les échantillons Val-x de chaque matrice sont données 
dans la Figure 1.2.  
 
Figure 1.2 : Concentration en ppm des 57NPOFs pour les échantillons Val-x dans les matrices foie, selles, urine et 
sang. 
Après préparation des échantillons Val-x et Val-m, ceux-ci sont analysés en HR-ICP-MS. Le 
-ci en HR-ICP-MS est décrit 
dans -ICP-MS.  
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2. Expériences in vivo (chapitre 2 & 3)
Les expériences in vivo 
 Elevage R
A751532). 
 
les expérienc
nourri avec un régime standard tout au long des expériences. 
souris in vivo sur le long terme, décrite à travers le chapitre 3. Nous considérons ainsi quatre 
produits injectés : les 57NPOFs (chapitre 2), les LT57NPOFs, le polymère LT-Dopa-PIMA-PEG et les 
-
présentées dans la Figure 2.1. 
 
Figure 2.1 : Conditions d'injection pour l'expérience pilote in vivo présentée dans le chapitre 2 et pour l'expérience 
in vivo sur le long terme présentée dans le chapitre 3. 
2 ont été sacrifiées une heure après injection, et celles des groupes 3 et 4 à un jour après injection. Les 
groupes 5 et 6 représentent les souris contrôles et ont été sacrifiées en même temps.  
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groupes 1 à 5 ont été sacrifiées 1h (groupes 1a à 5a), 1 jour (groupes 1b à 5b), 1 semaine (groupes 1c à 
5c), un mois (groupes 1d à 5d), trois mois (groupes 1e à 5e) et six mois (groupes 1f à 5f) après injection.  
-xylazine sont administrés aux souris en 
intrapéritonéale ce qui permet une analgésie et sédation suffisantes pour des procédures chirurgicales. 
Les souris sont ensuite sacrifiées par ponction cardiaque, permettant de prélever le sang. Les organes 
foie, rate, reins et poumons sont ensuite prélevés.  
Chaque organe prélevé est ensuite minutieusement pesé et divisé en plusieurs morceaux (Figure 
2.2) afin de réaliser les analyses nécessaires présentées ci-dessous.  
 
Figure 2.2 : Etapes de préparation des organes pour les analyses. 
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3. Analyse des organes
-à-dire 
in vivo in 
vivo sur le long terme. Les analyses effectuées pour chaque organe en fonction de la campagne 
Tableau 12. 
 
Tableau 12: Récapitulatif des analyses effectuées sur les organes en fonction de la campagne d'expérience. En vert 
 
3.1 Analyses HR-ICP-MS 
3.1.1 Préparation des échantillons 
Après échantillonnage des organes, un morceau est prélevé pour les analyses HR-ICP-MS, pesé 
et conservé à -80°C. Les organes sont ensuite digérés dans des tubes Falcon fermés de 50 mL en présence 
complète, les tubes Fa
concentration totale en fer inférieure ou égale à 100 ppb. Les étapes de préparation des échantillons pour 
-MS sont présentées dans la Figure 3.1. 
 
Figure 3.1 : Etapes de préparation des échantillons pour l'analyse HR-ICP-MS. 
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57
part de la concentration endogène en fer Tableau 13).  
 
Tableau 13 : Tableau des concentrations en fer endogène dans les différents organes prélevés en fonction de l'âge 
de la souris. 
Exemple de calcul des facteurs de dilution :  
- in vivo 
pilote et sur le long terme. Supposons que le morceau de foie dédié aux analyses ICP-MS 
pèse 0,5 g. Alors la masse de fer endogène est égale à 0,5 g x 110 ppm (µg/g) = 55 µg. Après 
cette solution est de 5,4 µg/mL soit 5400 ppb. Le facteur de dilution appliqué pour obtenir 
une solution à une concentration est égal à 54.  
- On -1 pour un morceau de foie égal à 0,5 g. La 
concentration en fer exogène est égale à 338 ppm (Figure 1.2). La masse de fer exogène est 
donc égale à 0,5 g x 338 ppm (= µg/g) = 169 µg. En reprenant le calcul ci-dessus, la masse 
totale de fer (endogène + exogène) est égale à 169 µg + 5,4 g soit 174,4 µg. Après digestion, 
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évaporation et redispersion, la concentration est de 17 440 ppb. Aussi le facteur de dilution 
est égal à 174,4.  
échantillons dépend de la 
-MS et de la quantité de 57
déterminer mis à part pour les matrices de validation).  
Une fois les dilutions effectuées, les solutions sont analysées en ICP-MS.  
3.1.2  
standards ayant une abondance isotopique naturelle pour des gammes de concentrations allant de 0,01 
concentration et permet de calculer la concentration en chaque isotope dans les échantillons analysés. 
Néanmoins, le 57Fe ayant une abondance naturelle faible égale à 2,2 %, les gammes de concentrations 
couvrent pas les concentrations testées pour les matrices de validation ou obtenue in vivo. Aussi des 
57Fe pour une 
57Fe et à 
1,95 % en 58 ce du 58
naturelle du 58 58Fe seront également tracées à partir 
du standard enrichi en 57Fe.  
on : IxFe = a (CxFe) permettent de 
calculer la concentration en chaque isotope dans les différents échantillons. La concentration des 
57NPOFs est ensuite calculée à partir des équations présentées dans le chapitre 2. 
- 54Fe et 
56
s
le 57Fe et pour le 58Fe est utilisée pour déterminer la concentration en 57Fe et en 58Fe, respectivement. La 
Figure 3.2 
54Fe, le 56Fe, le 57Fe et le 58Fe.   
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Figure 3.2 : Exemple xFe = a (CxFe) pour le 54Fe (A), le 56Fe (B), le 57Fe (C) et le 58Fe 
isotopique en fer naturelle et les courbes des graphes C et D à partir de standard enrichi en 57Fe.  
3.2 Analyse RFM 
On rappelle que les analyses RFM ont été effectuées pour les études in vivo pilote et sur le long 
terme (Tableau 12).  
Les analyses IRM ont été réalisées sur un spectromètre E500 EPR (Electron Paramagnetic 
Resonance) opérant dans la gamme de fréquence correspondant à la bande X (9,5 GHz). La première 
liqué, compris entre 0 et 10 
kGauss, avec une puissance micro-
intégration du signal dW(B)/dB est directement proportionnelle à la quantité de 57NPOFs dans 
stock de 57NPOFs dont la concentration a été déterminée au préalable par ICP-MS.  
3.2.1  
57NPOFs et LT57NPOFs (dose faible et 
dose élevée) pour différentes concentrations (Tableau 14).  
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Tableau 14 : Gamme de concentration utilisée pour réaliser les courbes d'étalonnage des 57NPOFs et LT57NPOFs 
en RFM. 
Un volume de 2 µL des solutions est inséré dans des dans des capillaires Wiretrol II 1-5 µL (VWR, 
France). Les capillaires sont ensuite placés dans de
RFM des différentes solutions sont représentés Figure 3.3  
 
Figure 3.3 : Les signaux RFM sont représentés en fonction du champ magnétique appliqué pour les solutions de 
57NPOFs (A) et LT57NPOFs (high dose (C) et low dose (E)) à différentes concentrations. Les courbes 
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57NPOFs (B) et LT57NPOFs (high dose (D) et 
low dose (F)) 
3.2.2 Analyse des organes 
Après prélèvement et échantillonnage des organes, le morceau prélevé pour les analyses RFM est 
pesé puis conservé à -  
Ceux-
sont présentées dans la Figure 3.4.  
 
Figure 3.4 : Etapes de préparation des échantillons d'organes pour l'analyse RFM. 
3.3 Microscopie électrique en transmission 
Contrairement aux solutions de nanoparticules, 
une fixation de ceux-
3. Celui-ci est immédiatement 
plongé dans une solution à 2 % en glutaraldéhyde dans du tampon cacodyltate de sodium à 0,2 M 
pendant une nuit à +4°C. Les échantillons sont ensuite rincés deux fois en tampon cacodylate de sodium 
0,1 M. Enfin ils sont conservés dans un solution à 0,1 M en cacodylate de sodium et 0,2 M de sucrose.  
Les échantillons sont traités dans un appareil à micro-onde (KOS-Milestone, Microm-Microtech, 
olong Tea Extract  Delta microscopie  Labège, France) en tampon cacodylate de 
sodium à 0,1 M. Ils sont ensuite post-
de potassium. Puis, ils sont déshydratés dans des bains de concentrations 
-acétone puis 
inclus en epon et polymérisés pendant 48 heures à 56°C.  
Les coupes de 0,5 µm sont recueillies sur des lames de verres, colorées avec un mélange de bleu 
sont collectées sur des grilles de cuivre 200 mesh et contre-
au microscope électronique Hitachi HT7700 opérant à 80 kV (MIMA2-UMR1131 GABI  Plateau de 
307 
 
Microscopie Electronique 78352 Jouy en Josas, France). Les images ont été acquises avec une caméra 
CDD : AMT  Hitachi (Milexia  Verrière le Buisson  France).  
Les étapes de coloration
de la plateforme MIMA2-UMR 1131 GABI.  
3.4 Histologie 
3. 
Il est ensuite placé dans une solution de PFA (paraformaldéhyde) à 4 %pendant une nuit à 4°C. Le PFA 
puis conservé à + 4°C dans du PBS.  
Les échantillons sont ensuite mis en cassettes qui 
dans un récipient fermé.  
y sont inclus en paraffine. Des coupes des échantillons inclus en paraffine sont réalisées au microtome 
puis elles sont colorées au Pearls, permettant de révéler le fer.  
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4. Suivi de la biodistribution en IRM
Les souris des études in vivo pilote et sur le long terme ont été analysées en IRM.  
IRM 20 minutes avant injection puis 40 min, 73 
min, 107 min et un jour après injection (chapitre 2).  
trois souris injectées avec la dose élevée ont été imagées par IRM 1h, 1 jour, 1 semaine, 1 mois, 3 mois 
et 6 mois après injection (chapitre 3).  
Le suivi IRM a été réalisé sur un appareil Biospec 47/40 USR (Bruker) possédant un aimant de 
utilisant une séquence en écho de 
sur le foie, la rate et les 
e et leur 
rythme cardiaque est également suivi par électrocardiogramme.    
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5. Fiche identité des 57NPOFs et LT57NPOFs
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Annexes 
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1. Student test 
La limite de detection (LOD) est définie comme la concentration de reference la plus basse de 
57NPOFs a partir de laquelle la concentration en 57NPOFs détectée peut être discernée du blanc avec un 
degré de confiance à 99 %. Pour estimer la LOD, un test de student (two sided t-test) ont été réalisé entre 
les moyennes des concentrations prédites des contrôles (Val-m) et la moyenne pour chaque échantillon 
Val-x. Les paramètres du t-test sont les suivants : 
- : Concentration moyenne prédite dans les échantillons contrôles Val-m. 
- : Déviation standard calculée à partir des concentrations prédites pour les échantillons 
Val-m. 
- : Nombre de degré de liberté pour les échantillons Val-
Val-m. 
- : La moyenne des concentrations des échantillons Val-
échantillon Val- tion prédite moyenne a donc été 
estimée à partir de la valeur attendue selon le modèle de régression . 
- :Déviation standard des échantillons Val-x, estimé à partir du résidu moyen RMSE du 
modèle de régression . 
- :Nombre de degrés de liberté pour chaque échantillon Val-x, égal au nombre de degrés de 
liberté utilisé pour calculer le résidu moyen, soit le nombre de points constituant la droite 
 moins le nombre de degrés de liberté pour calculer le coefficient de regression.  
Une estimation groupée de l'écart type a été calculée à partir de l'écart-type des deux échantillons 
: 
 
La statistique t est calculée à partir de:  
 
 Ce calcul a été effectué avec une approximation où la valeur moyenne de  est la valeur du 
réplica. Les valeurs de t pour les différentes matrices sont données dans la Table 1. 
 Val-1 Val-2 Val-3 Val-4 Val-5 Val-6 Critical t value 
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Liver
Spleen 
165 15.75 1.56 0.15 0.016
Lung 
Kidney 
- - 161 
   
Blood - - - 
   
 
Table 1: Valeurs de t pour les échantillons Val-x pour le foie et la rate, les poumons et les reins et le sang. 
Ces valeurs sont ensuite comparées à la table suivante (Table 2). 
 
Table 2 : t Table. San Jose State University 
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2. Mesures isotopiques : détection du fer
 Interférences isobariques 
Les interférences isobariques correspondent aux interférences entre les isotopes du fer et des 
recensant les différents nucléides stables ou radioacifs,31 on observe que le 56Fe et le 57Fe ne sont pas 
54Fe est interféré par le 54Cr et le 58Fe par le 58Ni.  
 
Figure 2.1 : Extrait de la table des nucléides. En noir, les isotopes stables et en bleu et vert les isotopes radioactifs. 
Les isotopes 54Cr et 58Ni (encadrés rouge) interfèrent avec les isotopes du fer 54Fe et 58Fe, 
respectivement. 
A quelques exceptions près, il est impossible de résoudre physiquement les interférences 
isobariques à l'aide d'un HR-ICP-
n la 
composition isotopique naturelle, on recalcule la concentration de son isotope minoritaire qui cause une 
interférence isobarique. On peut ainsi soustraire cette contribution interférente du signal brut pour 
estimer la contribution au signal propre de l'isotope d'intérêt. A noter que l'abondance d'un isotope peut 
être considéré comme le rapport de l'intensité mesurée par HR-ICP-MS d'un isotope sur la somme des 
intensités des isotopes de l'élément,32  telle que : 
 
(Eq.2.1) 
54Fe et le 54Cr.  Le chrome possède quatre isotopes 
stables, 50Cr, 52Cr, 53Cr et 54
-dessus, on peut exprimer les abondances naturelles de chaque isotope 
en fonction des intensités mesurées en HR-ICP-MS telle que :   
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 (Eq.2.2) 
vient :  
 (Eq.2.3) 
54Cr en fonction des intensités et des abondances des 
HR-ICP- 52Cr (isotope du chrome 
non interféré le plus abondant) est mesurée pour quantifier la contribution du 54Cr. On exprime 
54Cr telle que :  
 
 (Eq.2.4) 
Le même raisonnement est appliqué pour les interférences entre le 58Fe et le 58Ni. Le Nickel 
possède cinq isotopes stables, 58Ni, 60Ni, 61Ni, 62Ni et 64
58Ni qui est 
60 58Ni telle que :  
 (Eq.2.5) 
En mesurant les intensités des isotopes 52Cr et 60Ni, il est possible de distinguer les contributions 
du 54Fe et 54Cr et celles du 58Fe et du 58Ni dans les signaux HR-ICP-MS mesurés pour les masses 
atomiques 54 et 58 respectivement.  
 Interférences Polyatomiques 
les par HR-ICP-MS en 
choisissant la résolution adaptée. Pour les isotopes du fer, du chrome 52Cr ainsi que du nickel 60Ni, les 
interférences polyatomiques sont référencées dans le Tableau 1533 
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Tableau 15 : Interférences polyatomiques pour les isotopes du fer ainsi que pour l'isotope du 52Cr et du 60Ni. 
 Résolution 
Le choix de la résolution est déterminé par calcul des rapports m/ m pour chaque type 
m ont été calculés pour chaque isotope en fonction des possibles 
interférences33 et sont recensés dans le Tableau 16. 
 
Tableau 16 : Calcul du rapport m/ m pour chaque isotope en fonction des possibles interférences 
On observe que les valeurs des rapports m/
des interférences polyatomiques. Ainsi la moyenne résolution (m/
m correspondant aux 
interférences isobariques étant supérieurs à 25 000, la haute résolution (m/ m = 10 000) ne permettra 
52Cr 
et 60Ni afin de soustraire la contribution du 54Cr et 58Ni du signal correspondant à ces masses atomiques.    
 Standard interne 
échantillon permet de prendre en compte les potentielles fluctuations du signal et permet également de 
115In.  
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 Bilan des isotopes mesurés 
L'analyse de NPOFs en matrice biologique nécessite la mesure de 7 isotopes listés dans le  
Tableau 17. Tous les isotopes sont mesurés en moyenne résolution afin de résoudre les interférences 
polyatomiques. 
 
Tableau 17 : Isotopes mesurés pour chaque solution. Les isotopes du fer sont mesurés pour détecter les NPOFs 
dans une matrice biologique complexe, les isotopes du chrome et du nickel pour corriger les 
interférences isobariques et celui de l'indium pour prendre en compte les fluctuations du signal dues 
à la matrice.  
2.1.1.1  
Pour chaque analyse HR-ICP-
b
e (t=0) et répétée tous les dix échantillons. La mesure de 
(115 e corriger le 
bruit de fond des différents isotopes (Figure 2.2). 
 
Figure 2.2 : Etapes de l'analyse HR-ICP-MS constituées de la mesure de la composition isotopique de solutions 
et de blancs. 
Afin de calculer la contribution de chaque isotope du fer, il est nécessaire de normaliser le signal 
brut à l'aide de l'étalon interne, puis de soustraire le bruit de fond ainsi que le signal provenant des 
54Fe, l'intensité corrigée est calculée comme suit :  
 (Eq.2.6) 
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Avec brute mesurée pour la masse atomique 54, mesurée 
facteur de normalisation de l'étalon interne à l'instant t pour l'échantillon, et  
le facteur de normalisation de l'étalon interne à l'instant t pour le blanc tels que : 
 (Eq.2.7) 
 corrigée correspond à la somme des intensités corrigées du 
chrome et du fer, soit :  
 (Eq.2.8) 
52Cr normalisée par les abondances naturelles (Anat) du 52Cr et 54Cr telle que :  
 (Eq.2.9) 
(2.6 52  :  
 (Eq.2.10) 
52 2.9 54Cr 
est donnée par :  
 (Eq.2.11) 
54  :  
 (Eq.2.12) 
58Fe est calculée en prenant en 
 
 (Eq.2.13) 
Les isotopes 56Fe et 57
corrigées sont calculées comme suit :  
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 (Eq.2.14) 
 (Eq.2.15) 
 
2.1.1.2 Traitement du signal 
é
de chaque isotope du fer en fonction de la conce
considéré (Figure 2.3  
 
Figure 2.3 : Courbe de calibration représentant l'intensité d'un isotope en fonction de la concentration de cet isotope 
pour les solutions étalons. Les courbes de calibration sont tracées pour les isotopes 54Fe (A), 56Fe (B), 
57Fe (C) et 58Fe (D). 
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3. Analyses histologiques
3.1 Etude pilote (chapitre 2) 
 
Figure 3.1 : Clichés de coupes de foie des souris âgées de six semaines avant, une heure et un jour après injection 
d'une dose de 50 µg en fer après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) 
et 20 x (bas). Les vaisseaux sanguins sont indiqués par une flèche rouge. 
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Figure 3.2 : Clichés de coupes de foie des souris âgées de six mois avant, une heure et un jour après injection d'une 
dose de 50 µg en fer après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x 
(bas). Le fer est indiqué par une flèche bleue. 
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Figure 3.3 : Clichés de coupes de rate des souris âgées de six semaines avant, une heure et un jour après injection 
d'une dose de 50 µg en fer après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) 
et 20 x (bas). Le fer est indiqué par une flèche bleue. 
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Figure 3.4 : Clichés de coupes de rate des souris âgées de six mois avant, une heure et un jour après injection d'une 
dose de 50 µg en fer après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x 
(bas). Le fer est indiqué par une flèche bleue. 
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3.2 Etude in vivo sur le long terme (chapitre 3) 
 
Figure 3.5 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) à une heure après injection de la dose faible 
après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).  Le fer est 
indiqué par une flèche bleue.  
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Figure 3.6 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) à une heure après injection de la dose élevée 
après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).  Le fer est 
indiqué par une flèche bleue. 
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Figure 3.7 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) à un jour après injection de la dose faible après 
coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).  Le fer est indiqué 
par une flèche bleue. 
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Figure 3.8 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) à un jour après injection de la dose élevée après 
coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).  Le fer est indiqué 
par une flèche bleue. 
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Figure 3.9 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) à une semaine après injection de la dose faible 
après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).  Le fer est 
indiqué par une flèche bleue. 
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Figure 3.10 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) à une semaine après injection de la dose élevée 
après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).  Le fer est 
indiqué par une flèche bleue. 
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Figure 3.11 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) à un mois après injection de la dose faible après 
coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).  Le fer est indiqué 
par une flèche bleue. 
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Figure 3.12 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) à un mois après injection de la dose élevée 
après coloration PEARLS. Clichés pris avec un grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).  Le fer est 
indiqué par une flèche bleue. 
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Figure 3.13 : Clichés de coupes de foie (A & C) et de rate (B & D) des souris contrôles. Clichés pris avec un 
grandissement 4x (haut) et 20 x (bas).   
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4. Mesures isotopiques : détection des lanthanides
Il est nécessaire de préciser les potentielles interférences pour les lanthanides afin de définir la 
résolution nécessaire pour leurs analyses. La Figure 4.1 présente un extrait de la table recensant les 
différents nucléides.5 
 
Figure 4.1 : Extrait de la table des nucléides. En noir les isotopes stables et en bleu, vert et jaune, les isotopes 
radioactifs. 
On constate que le thulium possède un unique isotope stable le 169Tm. Celui-ci sera donc aussi 
analysé durant les analyses ICP-MS. Le gadolinium quant à lui possède six isotopes stables : 154Gd, 
155Gd, 156Gd, 157Gd, 158Gd et 160
isotopes du gadolinium sont interférés par des isotopes du dysprosium (Dy). En particulier, le 158Gd et 
160Gd sont interférés par le 158Dy et 160Dy, respectivement. Contrairement au code couleur indiqué dans 
la table, le 156
constitue une interférence isobarique du 156  le 157Gd, ne possède pas 
échantillons.   
Le choix de la résolution est ensuite déterminé par les rapports m/ m pour chaques interférences 
polyatomiques. Le Tableau 4-1 référence les interférences polyatomiques6 du 157Gd et 169Tm ainsi que 
le rapport m/ m. 
 
Tableau 4-1 : Liste des interférences polyatomiques du 157Gd et 169Tm et calculs de leurs rapports m/ m respectifs. 
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-dessus, il est nécessaire de réaliser 
n (HR-ICP-MS : m/ m = 10 
que des isotopes permettant de corriger les interférences isobariques (54Cr et 58Ni) est réalisée en 
157Gd et 169Tm est réalisée en haute résolution (HR).  
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5. Fiche identité des NPOFs Calculs 
5.1 Calcul du nombre de fer par NPOFs  
Données :  
Masse volumique de la maghémite : µmaghémite = 5,24 .103 g.m-3 
Masse molaire de la maghémite Fe2O3 : M(Fe2O3) = 159,69 g.mol-1 
Tailles des 57NPOFs : 9,4 nm (± 2,6 nm) 
Taille des LT57NPOFs : 8,7 nm (± 1,6 nm)  
Mise en équation  
, avec NA  
 
Nombre de fer par NPOFs :   
Finalement on calcule le nombre de fer par NPOFs par :  
 (Eq.5.1) 
5.2 Calcul du nombre de lanthanides par brin de polymère 
Ce calcul a été réalisé sur une solution de polymère doublement marqué. La purification de cette 
en excès. Aussi la quantité de matière de polymères synthétisé est égale à la quantité de matière en 
réactif PIMA initiale.  
Notations  
On note la quantité de matière en polymère nPol 
La quantité de matière en lanthanides est mesurée par HR-ICP-MS et est notée nLt 
Mise en équation 
On définit x le nombre de lanthanides par polymère avec  
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(Eq.5.2) 
5.3 Calcul du nombre de lanthanides par amines disponibles 
Notations  
On note la quantité de matière en amines disponibles  
La quantité de matière en lanthanides est mesurée par HR-ICP-MS et est notée nLt 
Mise en équation 
On définit x le nombre de lanthanides par polymère avec  
 
(Eq.5.3) 
5.4 Calcul du nombre de brins de polymère par NPOFs  
Calcul réalisé sur la solution de LT57NPOFs. 
Notation 
nFe : quantité de matière en fer dans la solution de LT57NPOFs (mesurée par HR-ICP-MS) 
nlantha : quantité de matière en lanthanides dans la solution de LT57NPOFs (HR-ICP-MS) 
x : nombre de lanthanides par brins de polymère (Eq. 6.3) 
nPol : quantité de matière de brins de polymère dans la solution (à calculer) 
NFe : nombre de fer par LT57NPOFs (Eq. 6.1) 
nNPOFs : quantité de matière de LT57NPOFs (à calculer) 
NPol-to-NPs : Nombre de brins de polymère par LT57NPOFs  
Mise en équation 
La quantité de matière nNPOFs est calculée selon :  
 
(Eq.5.4) 
La quantité de matière de brins de polymère dans la solution est calculé par :  
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(Eq.5.5) 
Enfin, le nombre de brin de polymère par LT57NPOFs est calculé par :  
 
(Eq.5.6) 
5.5 Calcul du nombre de dopamine par LT57NPOFs 
Notations  
MPIMA,Pol : masse molaire du polymère PIMA 
MPIMA,mono : masse molaire du monomère constituant le PIMA 
NPIMA,mono : nombre de monomère par brin de polymère PIMA 
NPIMA,mono-to-NPs : nombre de monomère par NPOFs (à déterminer) 
NPol-to-NPs : Nombre de brins de polymère par LT57NPOFs (Eq. 6.6) 
xdopa : fraction de réactif dopamine initiale 
Ndopa-to-NPs : nombre de dopamines par NPOFs 
SNPOFs : surface des NPOFs 
dopa : densité surfacique de la dopamine sur les NPOFs 
Mise en équation 
Le nombre de monomères présents sur le polymère PIMA est définit tel que :  
 
 
 
(Eq.5.7) 
On peut calculer ensuite le nombre de monomère par NPOFs selon :  
 
(Eq.5.8) 
Puis on calcule le nombre de dopamine par NPOFs par :  
 
(Eq.5.9) 
La densité surfacique de dopamine sur les NPOFs se calcule grâce à la surface des NPOFs telle 
que :  
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(Eq.5.10) 
Les calculs 
solution de LT57NPOFs. Nous avons fait une première approximation en transposant les valeurs relatives 
au nombre de lanthanides par polymère aux LT57NPOFs afin de calculer le nombre de polymère par 
NPOFs. La seconde approximation a été de transposer les résultats obtenus pour les LT57NPOFs aux 
57NPOFs. En effet, les synthèses ont été réalisées selon le même protocole et la différence de taille entre 
les LT57NPOFs et 57NPOFs 
concernant le nombre de polymère par NPOFs devraient être similaires. 
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6.
 
La quantité de LT57NPOFs détectée en HR-ICP-MS, une heure après injection de la dose faible 
± 
LT57NPOFs détectée était due à des erreurs sur la mesures. Ce calcul est mené pour le groupe de souris 
injecté avec la dose faible à une heure après injection.  
Notations 
Organes analysés : Foie (F), rate, (Ra), reins (Re), poumons (P) et sang (S).  
 
 
 
 
 
 
La masse de 57  57Fe 
détectées pour chaque organe analysé telle que :  
 (Eq.6.1) 
 :  
 (Eq.6.2) 
Avec  
Avec RMSE (Cx) la déviation standard sur la détermination de la concentration en 57Fe exogène 
pour les différents organes analysés. Celle-ci a été déterminée dans le chapitre 2 lors des expériences de 
matrices de validation. Pour ce calcul, le RMSE a été calculé sur 5 décades de concentrations pour le 
foie et le sang et est égal à 0,5 ppm et 0,048 ppm, respectivement. Les matrices de validation ont été 
réalisées sur le foie, les selles, les urines et le sang. Aussi nous avons fait 
RMSE obtenu pour le foie pour les organes rate, reins et poumons.  
341 
 
souris ainsi 
-ci tel que :  
 
(Eq.6.3) 
 (Eq.6.4) 
Le pourcentage de la masse injectée % MIsouris  (%MIsouris) sont déterminés 
pour chaque souris du groupe injecté avec la dose faible à une heure après injection, soit sur quatre 
 :  
 (Eq.6.5) 
 (Eq.6.6) 
La Figure 6.1 
mesure sur le pourcentage de masse injecté, mesuré en ICP-MS à une heure après injection de la dose 
faibl
 
 
Figure 6.1 : Incertitude liée à l'hétérogénéité des souris analysées et incertitude liée à la mesure sur le pourcentage 
de la masse injectée mesuré en HR-ICP-MS sur l'ensemble de la souris à une heure après injection de 
la dose faible. 
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